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1 E IN L E I T UN G 
Der schottische Arzt Hunter publizierte 1743 erstmals, dass sich hyaliner Knorpel nicht wieder 
regeneriert (HUNTER 1995). Dies liegt daran, dass Chondrozyten kaum migrieren oder proliferieren 
und aufgrund der Abwesenheit von Blutgefäßen im reifen artikularen Knorpel auch mesenchymale 
Vorläuferzellen Gebiete mit geschädigtem Knorpel nur schwer erreichen können. 
Bleiben Knorpeldefekte untherapiert, bildet der Körper zumeist ein Spontanregenerat aus fibrösem 
Knorpel. Dieser stellt aufgrund seines Aufbaus aus biomechanischer Sicht im Vergleich zum hyalinen 
Knorpel einen minderwertigen Ersatz dar und resultiert langfristig oft in einer Osteoarthrose (SHAH et 
al. 2007, SCHINHAN et al. 2012). 
Eine häufig angewendete Therapie ist die Implantation von Zellen in den Knorpeldefekt 
(BRITTBERG et al. 1994, XIE et al. 2012, JOHNSON et al. 2013). Hier werden die autogene und 
allogene Chondrozyten-Implantation unterschieden. Bei der autogenen Chondrozyten-Implantation 
werden Chondrozyten vom Patienten selbst gewonnen und in den Defekt implantiert. Bei der 
allogenen Chondrozyten-Implantation stammen die implantierten Chondrozyten von gesundem 
humanem Knorpelgewebe eines Spenders post mortem.  
Um dabei eine bessere Verankerung und Verteilung der Zellen im Defekt zu erreichen, werden häufig 
Biomaterialien als Zellträger eingesetzt. Darüber hinaus sollen diese Materialien auch die Wirtszell-
Einwanderung und den Verbleib transplantierter Zellen im Defekt begünstigen. Idealerweise fungiert 
das Biomaterial zunächst nur als Platzhalter für die im Folgenden durch die implantierten 
Chondrozyten aufgebaute Knorpelmatrix. So schützt sie anfänglich auch die implantierten Zellen vor 
einer Immunreaktion, bis diese Rolle von der neuen Knorpelmatrix übernommen wird.  
Biomaterialien, die bereits bei der zellbasierten Therapie chondraler Defekte Anwendung finden, 
basieren beispielsweise auf Alginat, Agarose, Kollagen oder Fibrin. Jedes der genannten Materialien 
zeigt allerdings auch Nachteile, wie z.B. schlechte Resorptionseigenschaften, eine geringe 
Biokompatibilität oder verursacht Immun- und Fremdkörperreaktionen, woraus sich eine 
eingeschränkte Eignung zur Behandlung von Knorpeldefekten ergibt (MANTOVANI et al. 2004).  
In Kooperation mit der Firma TETEC® (Reutlingen) sollte in dieser Arbeit das neu entwickelte 
Biomaterial NOVOCART® Inject auf seine Eignung zur Therapie von Knorpeldefekten untersucht 
und seine potentiellen Effekte im Vergleich zu dem bereits klinisch eingesetzten Biomaterial Fibrin 
charakterisiert werden. NOVOCART® Inject ist ein durch Vernetzung von porzinem Albumin 
hergestelltes Hydrogel. Unklar ist bislang, ob es Vorteile im Vergleich zu anderen bereits klinisch 
eingesetzten Hydrogelen, wie z.B. Fibrin, aufweist und über welche Mechanismen es einen Beitrag zur 
Defektheilung leisten könnte.  
Als mögliche Mechanismen kommen die verstärkte bzw. beschleunigte Anlockung von Wirtszellen, 
die günstige Beeinflussung der lokalen initialen Entzündungsphase sowie eine Protektion 
transplantierter Zellen vor einer frühen Immunantwort und eine bessere Defektfüllung in Frage. Durch 
jeden dieser Mechanismen könnte die Knorpelregeneration gefördert werden. Um zu beurteilen, 
welches dieser Wirkprinzipien bei den zellbasierten Therapien chondraler Defekte aktiv ist, ist es 
wünschenswert, transplantierte Zellen von wirtseigenen Zellen zu unterscheiden. Bei autogener und 
allogener Implantation ist dies lediglich nach einer biologischen oder chemischen Markierung der 
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Zellen möglich (MIERISCH et al. 2003, CHEN et al. 2012). Die mit der Markierung verbundene 
Manipulation könnte allerdings das Regenerationspotenzial der Zellen beeinflussen und damit zu einer 
Verzerrung der Ergebnisse führen. Ein weiteres Problem ist, dass bei einer solchen Markierung nie 
100% der Zellen erfasst werden und die Markierung über die Zeit nachlässt.  
Eine elegante Lösung zur Detektion transplantierter Zellen bietet die xenogene Chondrozyten-
Implantation, bei der speziesfremde Zellen genutzt werden (RAMALLAL et al. 2004). Ohne jede 
zusätzliche Markierung können die implantierten Zellen mittels spezies-spezifischer Merkmale 
histologisch durch die Methode der in-situ-Hybridisierung nachgewiesen und quantifiziert werden 
(STECK et al. 2010).  
Knorpel wird aufgrund kaum beobachteter Abstoßungsreaktionen als immunpriviligiertes  Gewebe 
bezeichnet (CHESTERMAN und SMITH 1968, LANGER und GROSS 1974, BOLANO und KOPTA 
1991). In wie weit transplantierte expandierte Chondrozyten xenogener Herkunft im orthotopen 
Modell persistieren, ist nur wenig untersucht. Es wird diskutiert, dass durch Verwendung einer Matrix 
die implantierten Zellen vorübergehend vor einer Immunreaktion des Wirts geschützt werden können 
(REVELL und ATHANASIOU 2009). In der Regel beschränkten sich diese Studien aber lediglich auf 
den Nachweis eines zell- und matrixreichen Regenerationsgewebes und gehen davon aus, dass dieses 
Gewebe von den implantierten Zellen aufgebaut wurde. Die Persistenz der implantierten Zellen wurde 
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2 L I T E R A T URÜB E RSI C H T 
2.1 Aufbau sowie Funktion und Zusammensetzung des K norpels und seiner 
Bestandteile 
Knorpelgewebe kommt fast ausschließlich im Skelett und in den Atemwegen vor und nimmt unter den 
Stützgeweben eine Mittelstellung zwischen Binde- und Knochengewebe ein. Morphologisch werden 
drei Knorpelarten voneinander unterschieden: hyaliner Knorpel, elastischer Knorpel und Faserknorpel 
(SALOMON et al. 2008, WELSCH und DELLER 2010). 
Der hyaline Knorpel ist der am häufigsten vorkommende Knorpeltyp des Körpers. Sowohl das 
embryonale Stützgewebe, als auch der Gelenkknorpel, der Rippenknorpel und der Nasenknorpel sind 
Beispiele für diesen Knorpeltyp. Charakteristisch für jungen hyalinen Knorpel ist die bläulich weiße 
Färbung, die mit zunehmendem Alter ins Gelbliche übergeht (LIEBICH 2010, WELSCH und 
DELLER 2010). Typische Beispiele für das Vorkommen von elastischem Knorpel im Organismus 
sind die Ohrmuscheln, Teile des äußeren Gehörgangs und der Kehldeckel. Das Charakteristische an 
diesem Knorpeltyp ist das reichverzweigte Netzwerk der in der Extrazellularmatrix eingebetteten 
elastischen Fasern, die den Knorpel besonders druckelastisch machen. Beispiele für Faserknorpel im 
Organismus sind die Zwischenwirbelscheiben, der Gelenkknorpel des Kiefergelenks, die Menisci und 
Disci der Gelenke sowie Bereiche von Sehnenansätzen am Knochen. Das Hauptmerkmal des 
Faserknorpels ist die Vielzahl kollagener Faserbündel (Typ I), die in Richtung der Hauptbelastung des 
Gewebes ziehen und ihn besonders widerstandsfähig gegenüber Scherkräften machen (LIEBICH 
2010, WELSCH und DELLER 2010). 
 
2.1.1 Anatomische Grundlagen echter Gelenke (Articulationes synoviales) 
Echte Gelenke zeichnen sich durch das Vorhandensein eines Gelenkspalts aus, der sich zwischen den 
miteinander artikulierenden Skelettelementen befindet und von einer Gelenkkapsel vollständig 
umschlossen wird. Der entstandene Hohlraum wird als Gelenkhöhle bezeichnet. Die Gelenkflächen 
der am Gelenk beteiligten Knochenenden sind von Knorpel überzogen, bei dem es sich fast 
ausschließlich um hyalinen Knorpel handelt. Durch seinen komplexen Aufbau und das 
Zusammenspiel mit der Synovialmembran und der Synovialflüssigkeit sowie den umgebenden 
Geweben, wie beispielsweise der Gelenkkapsel, ist ein reibungsloses Gleiten der artikulierenden 
Gelenkflächen möglich.  
Der Gelenkknorpel besitzt in ausgereiftem Zustand weder Blut- noch Lymphgefäße und enthält keine 
Nerven (BECERRA et al. 2010). Seine Ernährung erfolgt hauptsächlich auf dem Weg der Diffusion. 
Das subchondrale Knochenmark leistet nur einen kleinen Anteil zur Unterhaltung des Knorpels 
(WANG et al. 2012). Die Nährstoffe müssen drei strukturelle Barrieren überwinden, um zu den 
eingelagerten Chondrozyten zu gelangen: das Synovialgewebe, die Synovialflüssigkeit und die 
Extrazellularmatrix selbst (BUCKWALTER und MANKIN 1997). Dieser passive Prozess wird durch 
intermittierende Belastung des Gelenks und der damit verbundenen Änderung der Druckverhältnisse 
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maßgeblich forciert. Die entstehende Flüssigkeitsverschiebung wird Konvektion genannt, und 
ermöglicht auch tieferen Knorpelschichten die Versorgung mit Nährstoffen (SALOMON et al. 2008). 
 
2.1.2 Ontogenese des Gelenkknorpels 
Der Knorpel spielt während der Skelettentstehung und dessen Wachstum eine wichtige Rolle, da er in 
der Entwicklung die Anlage des knöchernen Skeletts bildet. Der Ursprung des Knorpelgewebes liegt 
im mesenchymalen Bindegewebe. Dies verdichtet sich im Laufe der Entwicklung durch Vorgänge wie 
Migration, Clustern und Kondensation der undifferenzierten mesenchymalen Zellen (FELL 1925, 
JANNERS und SEARLS 1970, SEARLS et al. 1972). Diese bilden im Folgenden die 
Extrazellularmatrix, die reich an Kollagen Typ I, Hyaluronsäure, Tenascin und Fibronectin ist 
(DESSAU et al. 1980, KNUDSON und TOOLE 1985, KULYK et al. 1989, MACKIE und RAMSEY 
1996). Die Mesenchymzellen differenzieren schließlich zu Chondroblasten und dies geht mit einer 
veränderten Matrixzusammensetzung einher. Diese enthält nun Kollagen Typ II, IX und XI, Gla-
Protein, Aggrecan und Link-Protein. Die Expression von Typ I-Kollagen ist hingegen verringert 
(HASCALL et al. 1976, EDE 1983, KOSHER et al. 1986, STIRPE und GOETINCK 1989, 
SWIDERSKI und SOLURSH 1992, LUO et al. 1995). Die produzierte Extrazellularmatrix sammelt 
sich um die einzelnen Zellen an und führt zum Auseinanderweichen der Zellen. Im Laufe der 
Differenzierung werden die abgeplatteten und randständig gelagerten Chondroblasten abgerundet und 
ausdifferenzierte Knorpelzellen, sogenannte Chondrozyten entstehen (DELISE et al. 2000). 
 
2.1.3 Aufbau und Zusammensetzung des Gelenkknorpels 
Der hyaline Gelenkknorpel variiert hinsichtlich Dicke, Zelldichte, Zusammensetzung der 
Extrazellularsubstanz und der mechanischen Belastbarkeit innerhalb eines Gelenks zwischen 
verschiedenen Gelenken sowie zwischen verschiedenen Spezies (ATHANASIOU et al. 1991). So 
weist der verhältnismäßig dünne artikuläre Knorpel von kleineren Tieren, wie Mäusen, Ratten und 
Kaninchen eine vielfach höhere Zelldichte auf als der menschliche Gelenkknorpel (STOCKWELL 
1967, STOCKWELL 1978). Komponenten, Struktur und Funktion sind aber stets die gleichen. 
2.1.3.1  Knorpelzellen 
Der einzige Zelltyp, den der Gelenkknorpel aufweist, sind die hochspezialisierten Chondrozyten 
(STOCKWELL 1978). Die Chondrozyten besitzen im Gelenkknorpel einen maximalen Durchmesser 
von 10 µm, in anderen hyalinen Knorpel bis zu 30 µm (MEACHIM und STOCKWELL 1979). 
Charakteristisch ist ein ovaler bis runder, bei älteren Zellen auch irregulär geformter Zellkern sowie 
ein breites, organellenreiches Zytoplasma (STOCKWELL 1978, BUCKWALTER und MANKIN 
1997). Sie liegen einzeln oder in Gruppen in Zell- bzw. Knorpelhöhlen und werden von der von ihnen 
produzierten Grundsubstanz kapselartig umgeben. Diese perizelluläre Matrix bildet die sogenannte 
Knorpelkapsel. Sie geht ohne scharfe Grenze in den Knorpelhof (interzelluläre Matrix) über, der ein 
feines Netz aus Kollagenfibrillen aufweist. In histologischen Schnitten zeigt sich dieser stark 
metachromatisch, wodurch um Zellgruppen oder einzelne Zellen so genannte Chondrone entstehen 
(SALOMON et al. 2008).  
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Chondrozyten synthetisieren und erhalten die Extrazellularsubstanz. Sie besitzen alle zur Synthese von 
Knorpelmatrix notwendigen Organellen, wobei das endoplasmatische Retikulum und der Golgi-
Apparat dominierend sind. Des Weiteren enthalten Chondrozyten Glykogen-Einschlüsse, die der 
Bereitstellung des Ausgangsmaterials zur Matrixsynthese dienen (STOCKWELL 1978). Bezüglich 
ihrer Größe, Form und metabolischen Aktivität variieren Chondrozyten in Abhängigkeit von ihrer 
Lokalisation (AYDELOTTE et al. 1992, AYDELOTTE et al. 1996). Da der Sauerstoff-Partialdruck 
im Knorpel nur sehr gering ist, sind Chondrozyten auf einen anaeroben Stoffwechsel angewiesen. Sie 
sind vollständig von der durch sie gebildeten Knorpelmatrix umgeben und dadurch von anderen 
Chondrozyten räumlich isoliert. Interzelluläre Kontakte sind nicht vorhanden. Bezogen auf das 
Gesamtvolumen des Gelenkknorpels machen die Chondrozyten nur einen Anteil von 1-2 % aus 
(BUCKWALTER und MANKIN 1997). 
2.1.3.2  Knorpelgrundsubstanz 
Die Knorpelgrundsubstanz  auch Extra- oder Interzellularsubstanz genannt - füllt den Raum zwischen 
den Chondrozyten aus. Charakteristisch ist die feste, elastisch verformbare und schneidbare 
Konsistenz, die auf der besonderen Struktur und Zusammensetzung der Grundsubstanz beruht 
(BECERRA et al. 2010, LITTLE et al. 2011). Die größte Komponente stellt mit 60-80% des 
Gesamtgewichts das Wasser dar, wobei der Wassergehalt an der Knorpeloberfläche am höchsten und 
in der tiefen Zone am niedrigsten ist (LINN und SOKOLOFF 1965, MANKIN 1978, MOW et al. 
1984). Die strukturellen Makromoleküle des Knorpels (Kollagene, Proteoglykane und nicht-kollagene 
Proteine) machen einen Anteil von 20-40% aus (BUCKWALTER et al. 1990). Die homogene, 
überwiegend strukturlose Matrix ist stark von Kollagenfasern durchzogen, die 60-70% des Knorpel-
Trockengewichts ausmachen. 90-95% dieser Fasern bestehen aus Kollagen Typ II, und stellen die 
Hauptkomponente der quervernetzten Fibrillen dar. Die restlichen 5-10% setzen sich aus einem 
Gemisch aus Kollagen Typ VI, IX, X und XI zusammen (EYRE et al. 1987, LINSENMAYER 1991, 
EYRE et al. 1992, EYRE 1995, EYRE 2002). Kollagen Typ VI findet man hauptsächlich im 
perizellulären Bereich der Chondrozyten. Es ist für die zelluläre Einbindung in der 
Knorpelgrundsubstanz von Bedeutung (HAGIWARA et al. 1993, MARCELINO und MCDEVITT 
1995). Das in der Zone des mineralisierten Knorpels vorkommende Kollagen Typ X ist an der 
Knorpel-Mineralisation beteiligt und ein Hypertrophie-Marker (VON DER MARK et al. 1995, VAN 
DER KRAAN und VAN DEN BERG 2012). Durch ihre Beteiligung an den Quervernetzungen tragen 
die kollagenen Fasern vom Typ IX und XI zur Stabilisierung im Kollagengerüst bei. Dabei bilden Typ 
IX-Fasern kovalente Bindungen zu anderen Typ IX-Fasern aus und helfen damit, das Netzwerk aus 
Kollagenfibrillen zusammenzuhalten und dieses mit den Proteoglykanen zu verbinden. Fasern vom 
Kollagen Typ XI weisen kovalente Bindungen zu Typ II-Kollagen-Molekülen auf und formen dadurch 
einen Teil der inneren Struktur der quervernetzten Fibrillen (EYRE et al. 1992, ROUGHLEY und LEE 
1994, EYRE 1995). 
Der Anteil der Proteoglykane am Knorpel-Trockengewicht beträgt ca. 25-35%. Aggrecanmoleküle 
stellen 90% der gesamten Knorpelmatrix und benötigen fast den kompletten interfibrillären Raum. 
Den überwiegenden Anteil der Proteoglykanaggregate stellen die Hyaluronsäure sowie die 
Proteoglykane Chondroitin- und Keratansulfat dar. Die Proteglykane Decorin und Biglykan machen 
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nur einen geringen Anteil aus. Proteoglykane sind in der Lage Wasser zu binden, wodurch die 
Elastizität und Verformbarkeit des Knorpels zusätzlich erhöht wird. Des Weiteren stehen sie in enger 
Verbindung zum kollagenen Netzwerk (ROUGHLEY und LEE 1994).  
Die nicht-kollagenen Proteine und Glykoproteine machen ca. 15-20% des Knorpel-Trockengewichts 
aus. Ihre genaue Funktion ist nicht gänzlich aufgeklärt. Es ist aber bekannt, dass sie der Bindung des 
interstitiellen Wassers dienen, das makromolekulare Netzwerk organisieren und stabilisieren und die 
Bindung der Chondrozyten an dieses unterstützen (MOLLENHAUER et al. 1984, BUCKWALTER 
und MANKIN 1997).  
 
2.1.4 Zonale Organisation des Gelenkknorpels 
Aufgrund einer starken Variation bezüglich der Zusammensetzung und Organisation der einzelnen 
Bestandteile der Extrazellularmatrix wird adulter Gelenkknorpel in vier verschiedene, horizontal 
verlaufende Zonen eingeteilt: der oberflächlichen, der mittleren und der tiefen Zone sowie der Zone 
des kalzifizierten Knorpels (BUCKWALTER und MANKIN 1997, POOLE et al. 2001, LITTLE et al. 
2011). Charakteristisch für die oberflächliche und zugleich dünnste Zone sind die abgeflachten, 
spindelförmigen Chondrozyten, die tangential zur Oberfläche angeordnet sind. Die Zelldichte ist hier, 
verglichen mit den anderen Zonen, am höchsten. Die Kollagenfibrillen verlaufen parallel zur 
Knorpeloberfläche, was die besondere Festigkeit dieser Schicht begründet (BENNINGHOFF 1925, 
POOLE et al. 2001, WOODFIELD et al. 2005). Die mittlere Zone ist deutlich dicker als die 
oberflächliche Zone und weist Chondrozyten einer sphäroidalen Form auf. Diese produzieren eine 
Matrix mit hohem Gehalt an Proteoglykanen und einer geringen Konzentration an Wasser und 
Kollagenen. Die Kollagenfasern sind von größerem Durchmesser und verlaufen arkadenartig in die 
Tiefe (WEISS et al. 1968, WOODFIELD et al. 2005). Der mittleren schließt sich die tiefe Zone an, die 
den höchsten Gehalt an Proteoglykanen und Kollagenfibrillen aufweist. Die Kollagenfasern haben in 
diesem Bereich den größten Durchmesser und verlaufen vertikal. Die Chondrozyten sind rund und 
teils säulenförmig angeordnet. Ihre Konzentration ist in dieser Schicht nur gering (BENNINGHOFF 
1925, SCHINAGL et al. 1997, POOLE et al. 2001, WOODFIELD et al. 2005). Im Bereich der 
subchondralen Knochenplatte liegt der Knorpel in mineralisierter Form vor und bildet die dünne 
Schicht des kalzifizierten Knorpels. Die sichtbare Grenze zwischen der tiefen Zone und der des 
kalzifizierten Knorpels ist die sogenannte Tidemark. Die eingelagerten Zellen sind rund, klein, 
metabolisch kaum aktiv und zum Teil vollständig von kalzifiziertem Knorpel umgeben. Dieser Zone 
werden neben einer Bedeutung bei der Integration der verschiedenen Schichten auch mechanische 
Eigenschaften zwischen der Knorpel- und der Knochenzone beigemessen (POOLE et al. 2001, 
LITTLE et al. 2011). Sie ist die einzige Zone, die das an der Knorpelmineralisation beteiligte Kollagen 
Typ X enthält. Die Expression von Kollagen Typ X und MMP13 sowie eine erhöhte Aktivität der 
alkalischen Phosphatase sind sogenannte Hypertrophiemarker (BARRY et al. 2001, WINTER et al. 
2003, NELEA et al. 2005, PELTTARI et al. 2006). Sie zeigen an, dass der Knorpel in die 
endochondrale Ossifikation übergeht und korrelieren somit mit der Kalzifizierung der Knorpelmatrix 
und der Gefäßeinsprossung (BALLOCK und O'KEEFE 2003, KRONENBERG 2003, PELTTARI et 
al. 2006).             




Abbildung 2.1 Schematische Darstellung des zonalen Aufbaus des Gelenksknorpels. A: 
zellulären Organisation in den Knorpelzonen; B: Verlauf der Kollagenfasern. (modifiziert nach 
NEWMAN (1998)) 
 
2.2 Selbstheilungspotential des G elenkknorpels 
Knorpel weist nur eine sehr limitierte Fähigkeit zur Selbstheilung auf. Eine endogene Quelle neuer 
Zellen fehlt und da das Gewebe nicht von Gefäßen durchzogen ist, kann es auch von Stammzellen, die 
eine Regeneration ermöglichen könnten, nur schwer erreicht werden (DEPALMA et al. 1966, 
MANKIN 1982). In den letzten Jahrzehnten hat man in diversen Studien versucht, die Mechanismen 
der Defektheilung im Knorpel näher zu analysieren, um darauf aufbauend die Therapiemöglichkeiten 
weiter zu entwickeln und zu optimieren (NEWMAN 1998, HUNZIKER 2002).  
Für eine mögliche Regeneration des Gewebes sind besonders die Größe und Tiefe des Knorpeldefekts 
entscheidend (CONVERY et al. 1972, CAHILL 1995, NAMBA et al. 1998, LIN et al. 2006). Per 
definitionem werden chondrale Defekte, bei denen es sich nur um eine Verletzung des Knorpels 
handelt, von osteochondralen Defekten, bei denen neben der Knorpelschicht auch der subchondrale 
Knochen betroffen ist, unterschieden (Abb. 2.2).  
Diese Differenzierung ist elementar, da zur Heilung chondraler Defekte folglich die Chondrozyten das 
einzige regenerative Potential darstellen. Wie aber bereits durch HERRLING et al. (1984) 
beschrieben, sind Chondrozyten trotz ihrer lebenslangen Produktion von Extrazellularmatrix nicht in 
der Lage, aus eigener Kraft Knorpeldefekte zu heilen. Während eine Studie von NAMBA et al. (1998) 
zeigt, dass oberflächliche Knorpeldefekte im fetalen Lamm-Modell bereits nach 28 Tagen eine 
spontane Heilung zeigen, konnte bei diversen Studien weder an jungen noch an ausgewachsenen 
Tieren eine echte Knorpelheilung nachgewiesen werden (DEPALMA et al. 1966, FULLER und 
GHADIALLY 1972, MANKIN 1982, BUCKWALTER et al. 1988). Die gesetzten Defekte weisen 
dabei eine gewisse Stabilität auf und verursachen nur in Ausnahmefällen eine frühe Osteoarthrose 
(MANKIN 1982, BUCKWALTER et al. 1988).  
Bei osteochondralen Defekten ist das Knochenmark durch eine penetrierende Verletzung des 
subchondralen Knochens eröffnet. Blut, das dem Markraum entweicht bildet im Defekt einen 
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Fibrinpfropf. Dieser hält Blut- und Knochenmarkszellen am Ort des Defekts. Shapiro et al. (1993) 
zeigten, dass es sich bei diesen an der Reparatur beteiligten Zellen um mesenchymale Zellen des 
Knochenmarks handelt und deckten die genaueren Abläufe der Heilung eines osteochondralen Defekts 
auf. Diverse Arbeiten belegen, dass es sich bei dem entstandenen Reparaturgewebe allerdings nicht 
um hyalinen Knorpel handelt, sondern um ein Regenerat aus Faserknorpel (O'DRISCOLL und 
SALTER 1986, SHAPIRO et al. 1993). Dieser ist bezüglich seiner histologischen, biochemischen und 
biomechanischen Eigenschaften gegenüber hyalinem Knorpel jedoch als minderwertig einzuschätzen 
(SHAPIRO et al. 1993, MASON et al. 1998).  
Verschiedene Studien zeigten, dass auch der Durchmesser des Defekts Einfluss auf dessen 
Heilungskapazität hat. Während Defekte < 3 mm noch eine vollständige Heilung zeigen, kommt es mit 
zunehmendem Durchmesser zu einer proportional verschlechterten Heilung (CONVERY et al. 1972, 
CAHILL 1995). Bei Defekten solcher Größe spricht man von critical-size-Defekten. Des Weiteren 
konnte gezeigt werden, dass eine kontinuierliche passive Bewegung zur Verbesserung der Heilung 
vollschichtiger Knorpeldefekte führt (O'DRISCOLL und SALTER 1986, MORAN et al. 1992). Da 
sowohl die Flüssigkeitszufuhr, als auch die Chondrozyten-Population und deren Mitose- und 
Syntheseaktivität mit zunehmendem Alter abnimmt, wird die Heilungskapazität des Knorpels auch 
durch das Alter des Organismus bestimmt (MANKIN und LIPPIELLO 1969, NAMBA et al. 1998, 
JOHNSTONE und YOO 1999).  
Eine Vielzahl von Arbeitsgruppen forschen an verschiedenen Therapieansätzen, um die Heilung 
chondraler bzw. osteochondraler Defekte zu verbessern und die Regeneration von hyalinem Knorpel 
zu optimieren (O'DRISCOLL und SALTER 1986, MASON et al. 1998, GOTTERBARM et al. 2003, 
RAMALLAL et al. 2004, AHMED und HINCKE 2010, SATO et al. 2014). Eine vollständige 




Abbildung 2.2  Schematische Darstellung verschiedener K norpeldefekte. A: chondraler 
Knorpeldefekt; B: osteochondraler Knorpeldefekt. (modifiziert nach AHMED und HINCKE (2010))  
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2.3 Therapiemöglichkeiten zur Defektbehandlung am K norpel 
Die Ursachen für Knorpelschäden sind vielfältig. Sie reichen von traumatischen Verletzungen über 
Osteochondrosis dissecans bis zu Osteoarthritiden, um nur einige zu nennen. Bleiben sie unbehandelt, 
ist ein frühzeitiger Gelenkverschleiß und somit Schmerzen und Lahmheit die Folge. Um dies zu 
verhindern und Spätfolgen zu minimieren, wurde in den letzten Jahrzehnten verstärkt auf dem Gebiet 
der Knorpelregeneration geforscht. Dank dieser Bemühungen steht heute eine Vielzahl verschiedener 
Therapieansätze zur Verfügung, die im Folgenden kurz vorgestellt werden. 
 
2.3.1 Konservative Behandlung, Debridement und Gelenkslavage 
Unter einer konservativen Behandlung eines Knorpeldefekts werden die Verabreichung analgetischer 
und entzündungsreduzierender Medikamente, Flüssigkeitsergänzung mittels intraartikulärer 
Injektionen, die Gewichtsreduktion des Patienten sowie die Physiotherapie verstanden (SHAH et al. 
2007, AHMED und HINCKE 2010). Das konservative Behandlungsregime dient zwar der 
Verringerung von Symptomen, führt aber nachweislich nicht zur strukturellen Verbesserung und 
Heilung der Läsion (DETTERLINE et al. 2005, ROSNECK et al. 2007).  
Die Methoden des Debridement und der Gelenkslavage werden häufig in Kombination angewendet 
(JACKSON und DIETERICHS 2003). Das Debridement wurde vor über 65 Jahren etabliert 
(MAGNUSON 1946). Hierbei werden mittels scharfen Löffeln, Elektrokauter oder Lasern lockere 
Knorpelanteile, Osteophyten und ähnlichen Strukturen entfernt, damit diese zu keinen weiteren 
mechanischen Irritationen und damit verbundenen Entzündungen im Gelenk führen (CLARKE und 
SCOTT 2003, LI et al. 2008). Mittels Gelenkslavage werden mit isotonischen Flüssigkeiten (z.B. 
Ringer-Lösung) die mechanisch gelösten Elemente aus dem Gelenk gespült (JACKSON und 
DIETERICHS 2003). Sowohl Debridement als auch Lavage können auf arthroskopischem Weg und 
somit minimalinvasiv eingesetzt werden. Zusammenfassend dienen diese Therapiemethoden der 
Verringerung von Symptomen und der Verbesserung der Funktionsfähigkeit, nicht aber der 
Regeneration des hyalinen Gelenkknorpels. Da sie nicht in der Lage sind, das Fortschreiten der 
Krankheit zu beeinflussen, werden sie nicht zur routinemäßigen Behandlung osteoarthrotisch 
erkrankter Kniegelenke empfohlen (CLARKE und SCOTT 2003, LI et al. 2008, LUTZNER et al. 
2009). 
 
2.3.2 Knochenmark-stimulierende Techniken 
Bei Knochenmark-stimulierenden Techniken  werden durch Verletzen des subchondralen Knochens 
Zellen aus dem Knochenmark freigesetzt und somit das intrinsische Heilungspotential des 
Knorpeldefekts gefördert (SHAH et al. 2007). Es kommt zur Bildung eines Regenerationsgewebes, 
das zwar nicht dieselbe Architektur wie hyaliner Knorpel aufweist, aber zur Verringerung der 
Symptomatik beiträgt (SHAPIRO et al. 1993, AHMED und HINCKE 2010). Etablierte Methoden sind 
die Abrasion, die subchondrale Bohrung, die Spongialisierung und die Mikrofrakturierung des 
subchondralen Knochens (AHMED und HINCKE 2010).  
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2.3.2.1 Abrasion 
Diese Technik wurde von Johnson 1986 als Alternative zum Einsatz von Totalendoprothesen bei 
älteren Patienten mit einer degenerativen Arthritis eingeführt. Dabei werden mit einer motorisierten 
Fräse 1-3 mm des subchondralen Knochens entfernt und somit der darunterliegende Markraum 
eröffnet (JOHNSON 1986, NEHRER und MINAS 2000). Der klinische Nutzen ist allerdings fraglich, 
, dass das Reparaturgewebe bereits ein Jahr post operationem 
Zeichen des Gewebeuntergangs zeigt (JOHNSON 2001).  
2.3.2.2 Subchondrale Bohrung  
Das Prinzip der subchondralen Bohrung wurde 1959 durch Pridie etabliert.  Es handelt sich dabei um 
einen einmaligen Eingriff, bei dem durch Bohrungen in den subchondralen Knochen mehrere blutende 
Kanäle geschaffen werden (PRIDIE 1959, NEHRER und MINAS 2000). Untersuchungen ergaben, 
dass 85% der behandelten Patienten zufrieden mit dem Langzeit-Ergebnis waren. Mögliche 
Nebenwirkungen sind durch Bohrhitze hervorgerufene Schäden am subchondralen Knochen und die 
Bildung subchondraler Blutergüsse (NEHRER und MINAS 2000). Eine Studie am Kaninchen hat 
ergeben, dass die typische Struktur des neugebildeten hyalinen Knorpels innerhalb eines Jahres post 
operationem verloren geht (MITCHELL und SHEPARD 1976). 
2.3.2.3 Spongialisierung 
Bei der Technik der Spongialisierung, 1979 von Ficat publiziert, handelt es sich um eine Modifikation 
von Debridement und subchondraler Bohrung. Das gesamte verletze Knorpelgewebe wird dabei, 
zusammen mit dem darunter liegenden stark innervierten subchondralen Knochen, entfernt und die 
Spongiosa freigelegt (FICAT et al. 1979, BHOSALE und RICHARDSON 2008). 70-80% der 
Patienten wiesen gute bis exzellente Ergebnisse hinsichtlich Funktionalität und Schmerzverlust auf 
(HUNZIKER 2002). 
2.3.2.4 Mikrofrakturierung 
Die Mikrofrakturierung ist die populärste der Knochenmark-stimulierenden Techniken (JOHNSON 
2001). Die 1997 von Steadman entwickelte Methode beinhaltet zunächst einen Debridement-Schritt 
zur Entfernung des beschädigten Knorpels und Schaffung eines stabilen Randes gesunden Knorpels. 
Danach folgt das Einbringen von mehreren 2-4 mm tiefen Löchern in den subchondralen Knochen 
(STEADMAN et al. 1997, STEADMAN et al. 2001). 60-80% der Patienten berichten von guten bis 
sehr guten Resultaten, wobei das klinische Ergebnis stark vom Patientenalter und der Defektgrößer 
abhängt. Es ist die empfohlene Technik zur Behandlung von jungen aktiven Patienten. Die besten 
Langzeitergebnisse werden bei Defekten kleiner als 2,5 cm2 erreicht (NEHRER und MINAS 2000, 
ASIK et al. 2008, STEINWACHS et al. 2008).  
Bislang handelt es sich bei dieser Technik noch um kein standardisiertes Verfahren. Das heißt, dass 
z.B. die Festlegung von Anzahl und Größe der in den subchondralen Knochen eingebrachten Löcher 
dem Operateur obliegt. CHEN et al. (2011) zeigten, dass durch Einbringen tieferer Löcher eine 
statistisch-gesicherte bessere Knorpelregeneration erreicht wird als durch flachere. Folglich wird heute 
über die Notwendigkeit einer Standardisierung dieser Operationstechnik diskutiert (BENTHIEN und 
BEHRENS 2013). 
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2.3.3 Transplantation autologer  Knorpel-Knochenzylinder (Mosaikplastik) 
Diese Methode wird in der Humanmedizin häufig zur Behandlung fokaler osteochondraler Defekte 
eingesetzt, die sich zentral im Bereich der medialen Kondylen befinden. Das Verfahren beinhaltet das 
Entnehmen osteochondraler Zylinder aus unbelasteten Gelenksbereichen und deren anschließende 
Transplantation in die vorbereiteten Löcher im Defektareal (Abb. 2.3B, 2.3C; (MATSUSUE et al. 
1993, HUNZIKER 2002, HANGODY et al. 2004, RAUB et al. 2013). Durch den Einsatz von 
mehreren Zylindern verschiedener Größe kann eine Defektfüllung von mehr als 90% erreicht werden 
(Abb. 2.3A). Die Mosaikplastik wird bei kleinen bis mittelgroßen Defekten und Patienten unter 50 
Jahren empfohlen. 77% der behandelten Defekte zeigten ein gutes bis sehr gutes Resultat. Der Vorteil 
dieser Methode ist die unmittelbare Implantation intakten hyalinen Knorpels in den Defektbereich. 
Nachteilig sind die relativ großen Defekte an den Entnahmestellen, sowie eventuell entstehende 
Interferenzprobleme an den Grenzen des Spenderzylinders zur Defektoberfläche (MATSUSUE et al. 





Abbildung 2.3  Mosaikplastik. A: Abmessung der verschiedenen Zylindergrößen und anzahl für 
eine möglichst vollständige Defektfüllung; B: Entnahme der Zylinder aus unbelasteten 
Gelenksbereichen; C: postoperatives Bild. (modifiziert nach HANGODY et al. (2004) und SHAH et 
al. (2007)) 
 
2.3.4 Transplantation allogener Knorpel-Knochenzylinder 
Bei der Transplantation allogener Knorpel-Knochenzylinder wird kein körpereigenes Transplantat 
verwendet, sondern Material eines anderen Spenders derselben Spezies (post mortem). Besonders 
Patienten mit großen Defekten aufgrund einer Tumorresektion, Knochennekrose oder beispielsweise 
einer Osteochondrosis dissecans kann mittels dieser Technik geholfen werden. Als nachteilig ist ein 
erhöhtes Risiko für das Auftreten immunologischer Probleme sowie für die potentielle Übertragbarkeit 
von Krankheiten zu sehen (PACCOLA et al. 1979, STEVENSON 1987,                                      
JONES und PETERSON 2006). 
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2.3.5 Autologe Chondrozyten-Implantation 
Nachdem es 1965 gelang, artikuläre Chondrocyten aus Knorpel zu isolieren (SMITH 1965), wurden 
nur drei Jahre später durch CHESTERMAN und SMITH (1968) in einer Kaninchen-Studie erstmalig 
Chondrozyten in Knorpeldefekte transplantiert. Nach diversen weiteren Arbeiten auf diesem Gebiet 
publizierten BRITTBERG et al. (1994) eine Studie, in der die autologe Chondrozyten-Implantation 
(ACI) erstmalig an einer Reihe von Patienten angewendet wurde. Die ACI besteht aus zwei 
Operationen. Bei der ersten Operation wird ein Debridement des fokalen Knorpeldefekts durchgeführt 
und dem Patienten an unbelasteten Gelenksbereichen Knorpelbiopsien (200-300mg) entnommen. Im 
Labor werden die Knorpelzellen in vitro isoliert, im Monolayer kultiviert und expandiert und 
schließlich auf die im zweiten Operationsschritt folgende Transplantation vorbereitet. In der zweiten 
Operation wird der Defekt zunächst erneut mit scharfen Löffeln gesäubert, ein Periostlappen vom 
lateralen Bereich der Tibia resieziert und auf dem Defekt vernäht. Somit schafft man im Defektbereich 
eine Tasche, die die vorbereitete Zellsuspension aufnehmen kann (BRITTBERG et al. 1994, 
OSSENDORF et al. 2011). Die ACI ist für die Behandlung von 2-10 cm2 großen Defekten geeignet 
(AHMED und HINCKE 2010). Bei 80-90% der Patienten ist sowohl Schmerzlinderung als auch die 
funktionelle Verbesserung zufriedenstellend. Negative Aspekte der von BRITTBERG et al. (1994) 
entwickelten ACI sind die Notwendigkeit einer zweiten Operationen, eine lange Genesungszeit, eine 
erhöhte Morbidität an der Biopsie-Entnahmestelle sowie der mögliche Verlust oder eine eventuell 
ungleichmäßige Verteilung der transplantierten Zellen im Defekt (AHMED und HINCKE 2010). Als 
kritisch ist ebenfalls das bei Brittberg verwendete Verfahren der Zellvermehrung zu sehen. So bleiben 
Chondrozyten in Monolayer-Zellkulturen nur für einen begrenzten Zeitraum (ein bis zwei Wochen) 
phänotypisch stabil. Verbleiben die Zellen länger in Kultur, führt dies zur Dedifferenzierung der 
Chondrozyten. Es entstehen Fibroblasten-ähnliche Zellen, die nicht mehr in der Lage sind, die zur 
Produktion der Extrazellularmatrix notwendigen Komponenten (knorpelspezifische Proteoglykane, 
Kollagen vom Typ II) zu synthetisieren (VON DER MARK et al. 1977, MA et al. 2013).  
 
2.3.6 Matrix-gestützte autologe Chondrozyten-Implantation 
Die Matrix-gestützte autologe Chondrocyten-Implantation (MACI) stellt nach der zweiten Generation 
der ACI, bei der der Periostlappen durch einen kollagenen Träger ersetzt wurde (RICHARDSON et al. 
1999), die dritte Generation der Techniken zur Chondrozyten-Transplantation dar. Die MACI ist eine 
Tissue Engineering-Technik, die sich durch die kombinierte Anwendung von zwei oder drei 
Kernkomponenten  Zellen definierten Ursprungs, eines stabilen Trägermaterials und ggf. eines 
bioaktiven Agens (z.B. Wachstumsfaktor)  definieren (AHMED und HINCKE 2010, DAI und CAI 
2012). Das operative Vorgehen ist zu großen Teilen mit dem der klassischen ACI identisch. Die 
isolierten Chondrozyten werden jedoch nicht als Zellsuspension in den Defekt injiziert, sondern mit 
einem Trägermaterial vermischt und direkt in den Defekt appliziert oder einige Tage vor der 
Implantation auf biologisch abbaubaren Trägermaterialien angesiedelt (Abb. 2.4, S. 14). Dieses 
Material wird dann passgenau in den Defekt eingesetzt und mittels Fibrinkleber fixiert (JACOBI et al. 
2011). Die Zellexpansion im Monolayer führt, wie bereits angesprochen, zunächst zur 
Dedifferenzierung der Chondrozyten. Liegt eine hohe Passagenzahl vor, so ist eine Redifferenzierung 
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der Zellen nicht mehr möglich, was den Verlust ihrer Fähigkeit, alle für die Knorpelmatrix nötigen 
Komponenten zu synthetisieren, bedeutet (VON DER MARK et al. 1977, MA et al. 2013). Werden 
dreidimensionale Kollagen-I/III-Träger mit dedifferenzierten Zellen besiedelt, kann eine partielle 
Redifferenzierung der Zellen erreicht werden. BARLIC et al. (2008) zeigen in ihrer Studie, dass auf 
Trägern gewachsene Zellen zur Synthese typischer Knorpelmatrixkomponenten, wie 
Glycosaminoglykanen, Chondroitinsulfat und Typ II-Kollagen, in der Lage sind. Untersuchungen 
anderer Autoren weisen allerdings daraufhin, dass im Falle einer höheren Passagezahl nicht alle Zellen 
vollständig redifferenzieren. 
Vorteil dieses Behandlungsverfahrens ist, dass kein autologer Periostlappen von Nöten ist. Folglich 
wird kein zusätzlicher Defekt gesetzt und auch die Notwendigkeit des Vernähens ist nicht gegeben, 
woraus sich eine Zeitersparnis für die Operation ergibt. Darüber hinaus beinhaltet die MACI den 
Vorteil, dass sie auch auf arthroskopischem Weg und somit minimalinvasiv durchgeführt werden kann 
(ABELOW et al. 2006). In der Literatur wird sie als sichere und erfolgreiche Methode zur Behandlung 
symptomatischer, isolierter Knorpeldefekte beschrieben. Diverse Studien zur Untersuchung der Kurz- 
und Langzeitergebnisse zeigten sowohl eine symptomatische als auch funktionelle Verbesserung nach 
der Behandlung (RICHARDSON et al. 1999, D'ANCHISE et al. 2005, BEHRENS et al. 2006, 
FRANCESCHI et al. 2008, WONDRASCH et al. 2009). Als am häufigsten auftretende postoperative 
Komplikation wird die Hypertrophie des Regeneratgewebes genannt (JACOBI et al. 2011), was häufig 
klinische Symptome und damit verbunden einen erneuten Eingriff zur Beseitigung des hypertrophen 
Regeneratgewebes nach sich zieht (NIEMEYER et al. 2008). JUNGMANN et al. (2012) definieren als 
Risikofaktoren für diese Problematik u.a. das weibliche Geschlecht, vorangegangene Knieoperationen 
und ACI der ersten Generation. Die Mechanismen zur Entstehung sind bislang noch ungeklärt. 
Laut einer vergleichenden Studie von BARTLETT et al. (2005) ergab die Untersuchung von 91 ACI- 
bzw. MACI-behandelten Patienten ein Jahr post operationem keine signifikanten Unterschiede 
bezüglich Funktion, arthroskopischem Erscheinungsbild, histologischer Bewertung und post-
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Abbildung 2.4  Die M A C I-Methode. (1) Initiale Arthroskopie zur Beurteilung des verletzten 
Knorpels und Entnahme einer vollschichtigen Knorpelbiopsie; (2) Versenden der Biopsie in ein 
Zellkulturlabor; (3) enzymatischer Verdau des Knorpels; (4) Expansion der Chondrozyten in einer 
Monolayer-Kultur; (5) Besiedlung des Trägermaterials ein paar Tage vor Implantation; (6) Senden des 
Implantats an den Chirurgen; (7) Operation mit Debridement des verletzten Knorpels und 




2.4 E insatz von Biomater ialien zur Behandlung chondraler Defekte 
2.4.1 Anforderungen an Biomaterialien 
Damit potentielle Biomaterialien mit Erfolg zur Behandlung von Knorpeldefekten eingesetzt werden 
können, müssen diese bestimmten Anforderungen genügen. Dabei ist es nicht von Bedeutung, ob sie 
in zellfreier Form oder als Zellträger zum Einsatz kommen sollen. In einem detaillierten Review gibt 
HUNZIKER (2002) einen Überblick über die wichtigsten Eigenschaften, die ein Biomaterial 
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Tabelle 2.1: Anforderung an Biomaterialien zur Behandlung von Knorpeldefekten (modifiziert nach 
Hunziker, 2002) 
Anforderung essentiell für : 
1. Porosität Zellmigration, Nährstoffversorgung 
2. Trägereigenschaften Unterbringung und Freisetzung von Signalsubstanzen 
3. Adhäsion Zellanhaftung 
4.Biologische Abbaubarkeit physiologischen Umbau 
5. Volumenstabilität glatte Oberflächenkontur des Ersatzgewebes mit fließendem 
Übergang zum nativen Gelenksknorpel 
6. Biokompatibilität guten Kontakt zu nativem Gewebebereich 
7. Bindungseigenschaften erhöht die interfaziale Integration zwischen Kollagenfibrillen in 
Ersatz- und nativem Gewebe 
8. Innerer Zusammenhalt Verhinderung des Auslaufens der Matrix 
9. Elastizität Zähigkeit während und folgend auf dynamische und statische 
Deformation 
10. Strukturelle Anisotropie Förderung der nativen anisotropen Gewebeorganisation  
  
2.4.2 Beispiele für Biomaterialien 
Derzeit gibt es eine Vielzahl verschiedener Trägermaterialien, die bei der Therapie von vollschichtigen 
Knorpeldefekten in Anwendung sind. Nach AHMED und HINCKE (2010) werden diese grob in 
natürliche (Protein-basierte und Karbohydrat-basierte) und synthetische Polymere unterteilt (Carbon, 
Dacron, Teflon). Im Folgenden soll sich auf die kurze Vorstellung der Untergruppen der natürlichen 
Polymere beschränkt werden.  
2.4.2.1 Karbohydrat-basierte Polymere 
Agarose und Alginat 
Agarose und Alginat sind kommerziell erhältliche, von Meeresalgen abstammende Polymere, die in 
der Lage sind, über die Bildung von Wasserstoffbrücken in Anwesenheit von Ca2+ spontan zu gelieren. 
Bereits vor über drei Jahrzehnten konnte gezeigt werden, dass in Agarose eingebettete Chondrozyten 
fähig sind, eine funktionelle Extrazellularmatrix zu produzieren (BENYA und SHAFFER 1982). 
Sowohl Agarose als auch Alginat unterstützen die Aufrechterhaltung des Chondrozyten-Phänotyps. 
BONAVENTURE et al. (1994) gelang es nachzuweisen, dass in Alginatbeats kultivierte 
dedifferenzierte Chondrozyten redifferenzieren können. Agarose führte in der Studie von RAHFOTH 
et al. (1998) bei alleiniger Implantation in osteochondrale Defekte im Kaninchen zur Inhibition der 
spontanen Heilungsprozesse. Dies lässt in Frage stellen, ob Agarose als potentielle Matrix für in vivo 
Studien geeignet ist. Neben den positiven Eigenschaften in vitro, zeigt Alginat bei in vivo-Anwendung 
unbefriedigende Ergebnisse. So wurde auch für Alginat nachgewiesen, dass es bei alleiniger 
Transplantation in den Defektbereich hemmend auf die Spontanheilung des Knorpeldefekts wirkt und 
es nur zur Ausbildung von fibrösem Regeneratgewebe kommt (FRAGONAS et al. 2000). Auf Alginat 
bzw. Agarose basierende Materialien weisen schlechte Resorptionseigenschaften und eine geringe 
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Biokompatibilität auf. In Tierexperimenten kam es zu erheblichen Immun- und 
Fremdkörperreaktionen (MANTOVANI et al. 2004). 
Chitosan 
Chitosan ist ein Polysaccharid, das technisch aus Chitin gewonnen wird. Seine Biokompatibilität und 
strukturelle Ähnlichkeit zu im Knorpel vorkommenden Glykosaminoglykanen, macht es zu einem 
attraktiven Biomaterial für die Anwendung im Bereich des Knorpel-Tissue Engineerings. Es wird 
sowohl allein als auch in Kombination mit verschiedenen anderen Trägermaterialien bereits ausgiebig 
genutzt (SUH und MATTHEW 2000, DI MARTINO et al. 2005). Die Kombination aus Chitosan und 
Hyaluronsäure bewirkte beispielsweise eine verbesserte Adhäsion der Chondrozyten an den Träger 
sowie eine erhöhte Proliferationsrate und eine verbesserte Ansammlung von Aggrecan und Kollagen 
Typ II (YAMANE et al. 2005). Chitosan wird durch Lysozyme, die zellulär sezerniert werden, 
abgebaut. Zu den Abbauprodukten zählen u.a. Chondroitinsulfat, Hyaluronsäure und glykolysiertes 
Kollagen vom Typ II, welche ebenfalls Bestandteile der nativen Knorpelmatrix sind (SUH und 
MATTHEW 2000). Bei Studien im Schaf und Kaninchen konnten durch den Einsatz von Chitosan 
befriedigende Ergebnisse erzielt werden (HOEMANN et al. 2005, HOEMANN et al. 2007, HAO et al. 
2010). Im humanmedizinischen Bereich sind Trägermaterialien dieser Art noch nicht in Anwendung. 
Hyaluronsäure 
Hyaluronsäure ist ein im Knorpel vorkommendes Glykosaminoglykan, das viele Aufgaben auch im 
Bereich der Regulation von Wundheilung, Zellmotilität, Organisation der Extrazellularmatrix und der 
Zelldifferenzierung besitzt (FRASER et al. 1997). Sie ist biokompatibel und biologisch abbaubar. Um 
die physikochemischen und strukturellen Eigenschaften des Materials für den Einsatz in der 
Knorpelreparatur zu optimieren, wird durch Veresterung eine Vernetzung der Hyaluronsäure 
herbeigeführt (GOA und BENFIELD 1994). Ein auf diese Weise hergestelltes Trägermaterial ist das 
Hyaff-11® (Fidia Advanced Biopolymers Laboratories, Abano Terme, Italien), welches zur 
Kultivierung von Chondrozyten unter dreidimensionalen Kulturbedingungen genutzt wird. Wird 
Hyaff-11® mit  autologen Chondrozyten besiedelt, entsteht das kommerziell erhältliche Tissue-
Engineering Transplantat Hyalograft® C (Fidia Advanced Biopolymers Laboratories, Abano Terme, 
Italien) (IWASA et al. 2009). Hyaluronsäure ist also nur in modifizierter Form für die Therapie von 
Knorpelschäden einsetzbar (GOA und BENFIELD 1994). Diese veränderte Form weist nach 
BARBUCCI et al. (2000) allerdings eine verschlechterte Biokompatibilität auf.                   
KNUDSON et al. (2000) berichten in Verbindung mit Hyaluronsäure-haltigen Matrices sogar von 
einem Knorpeluntergang. Es gibt aber auch Publikationen, die über einen positiven Effekt durch 
Einsatz einer Hyaluronsäure-haltigen Matrix berichten. So beschreiben NETTLES et al. (2004) in 
ihrer Studie zur Behandlung osteochondraler Defekte im Kaninchen eine gute Integration der 
Defektfüllung in das umliegende native Gewebe, eine verstärkte Zellmigration in das Hydrogel und 
die Produktion einer Knorpel-spezifischen Matrix. Andere Studien beschreiben positive Effekte durch 
den Einsatz von  Kombinationen aus Hyaluronsäure und anderen Trägermaterialien             
(YAMANE et al. 2005).   
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2.4.2.2  Protein-basierte Polymere 
F ibrin 
Fibrin ist eine natürliche dreidimensionale Matrix, die durch die Reaktion von Fibrinogen mit 
Thrombin entsteht. Seine Biokompatibilität und biologische Abbaubarkeit zu physiologischen, nicht 
toxischen Substanzen macht es zu einem attraktiven Biomaterial. Ein weiterer Vorteil dieses Polymers 
ist die sehr gute Adhäsionsfähigkeit (AHMED et al. 2008). Darüber hinaus ist es möglich, Fibrin als 
autologes Trägermaterial aus Spender-eigenem Blut zu gewinnen und somit das potentielle Risiko für 
Fremdkörperreaktionen zu minimieren. In der Knorpelregeneration werden bereits Fibrin-basierte 
Gele und Kleber eingesetzt (HARRIS et al. 2010), wobei sie häufig zur Fixierung anderer Scaffolds 
im Defekt verwendet werden (HENDRICKSON et al. 1994, CHERUBINO et al. 2003, KIRILAK et 
al. 2006). Kommerziell ist es u.a. als Tissucol® (BAXTER, Österreich) erhältlich. In verschiedenen 
tierexperimentellen Studien kam es beim Einsatz von exogenem Fibrin zu immunologischen 
Reaktionen (KAWABE und YOSHINAO 1991, HAISCH et al. 2000). Andere Autoren berichten von 
einer limitierten mechanischen Stabilität des Materials und einer eingeschränkten Zellmigration 
(BRITTBERG et al. 1997, VAN SUSANTE et al. 1999, HUNZIKER 2002). 
Gelatine 
Gelatine besteht aus denaturiertem Kollagen, welches durch Kochen von Haut und Knochen tierischen 
Ursprungs gewonnen wird. Positive Eigenschaften sind die Fähigkeit zur Adhäsion und die 
Unterstützung der transplantierten Zellen zur Differenzierung und Proliferation (LIEN et al. 2009). 
Häufig wird sie in Kombination mit anderen Biomaterialien eingesetzt, um die Vorteile beider 
Trägermaterialien zu vereinigen (CHANG et al. 2003, IBUSUKI et al. 2003a, HOSHIKAWA et al. 
2006). Eine Studie hat gezeigt, dass durch die Kombination von Gelatine, Hyaluronsäure und 
Chondroitinsulfat unter Beibehaltung der Zellmorphologie eine verbesserte Chondrozytenverteilung 
im Konstrukt erreicht werden kann (CHANG et al. 2003). Kommt es während oder kurz nach der 
Implantation in den Defekt zu einem Temperaturabsturz, so ist eine Deformation oder das Auslaufen 
des Konstrukts möglich (IBUSUKI et al. 2003a, IBUSUKI et al. 2003b). 
Kollagen 
Kollagen ist bereits seit mehreren Jahrzehnten in verschiedensten Formen (Membran, Gel, Schwamm, 
Schaum) Gegenstand der Forschung (WAKITANI et al. 1994, CHAIPINYO et al. 2004, ATHENS et 
al. 2013). Kollagen-Hydrogele besitzen ein hohes Quellvermögen, sind chemisch biomimetisch und 
leicht zu verarbeiten. Um das Risiko einer immunologischen Reaktion zu minimieren, wird Kollagen 
häufig aus Atelopeptiden hergestellt, deren potentiell immunologisch wirksamen Bestandteile entfernt 
wurden (CHEN et al. 2004, YAMAOKA et al. 2006). Die wirksamen Abbauprodukte des Kollagens 
sind physiologischer Natur und nicht toxisch (HUNZIKER 2002). CHEN et al. (2004) publizierten, 
dass Kollagen nur schlechte mechanische Eigenschaften besitzt und den Kräften in vivo nicht 
standhält. Es konnte gezeigt werden, dass bei Besiedlung von Kollagen-Trägern mit Chondrozyten, 
diese sowohl ihre Lebensfähigkeit als auch ihre Morphologie beibehalten (YATES et al. 2005). 
Kommerziell erhältliche Kollagen I/III-Membranen bzw. -Schwämme sind Optimaix® (Matricel, 
Herzogenrath, Deutschland), Chondro-Gide® (Geistlich Biomaterials, Wolhusen, Schweiz) und 
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Neocart® (Waltham, MA). Zu den auf dem Markt erhältlichen Kollagen-Hydrogelen gehören 
CaReS® (Arthro Kinetics, Esslingen, Deutschland) und Atelocollagen® (Koken Co Ltd, Tokyo, 
Japan). Trägermaterialien aus Kollagen vom Typ I zeigten in Kombination mit autologen 
Chondrozyten zwei Jahre nach dem Eingriff gute bis sehr gute klinische Resultate (MCNICKLE et al. 
2008). Auch Kollagen vom Typ II wird als Biomaterial verwendet. Die Studien von LEE et al. (2003) 
im Hunde-Modell führten aber zur Erkenntnis, dass die Drucksteifigkeit des erzeugten 
Regeneratgewebes deutlich geringer ist als die des nativen Knorpels. Diese Problematik ist allerdings 
nicht Kollagen-spezifisch, sondern stellt für alle Hersteller von Biomaterialien eine große 
Herausforderung dar. 
 
2.5 K norpelzellen vs. Stammzellen  
Die am häufigsten eingesetzten Zellarten in der zellbasierten Therapie chondraler Defekte sind 
Chondrozyten und mesenchymalen Stammzellen (MSC). Diverse Reviews zu diesem Thema geben 
einen Überblick über die jeweiligen Vor- und Nachteile (RICHTER 2007, SPILLER et al. 2011). 
Sowohl unreife als auch reife Chondrozyten sowie MSC wurden bereits vielfach und in Kombination 
mit verschiedenen Biomaterialien verwendet (SPILLER et al. 2011). Laut HUNZIKER (2002) führte 
der Einsatz von Chondrozyten, verglichen mit unbehandelten Defekten, stets zur Verbesserung der 
Knorpelheilung, es entstand aber hauptsächlich Regeneratgewebe mit faserknorpeligem Charakter. 
CAPLAN et al. (1992) zeigten, dass es nicht unerheblich ist, von welcher Lokalisation die zu 
transplantierenden Zellen stammen. Die Autoren beschreiben, dass Chondrozyten aus der 
oberflächlichen Zone eine andere Matrix produzieren als solche aus der tiefen Zone und Chondrozyten 
aus der Bandscheibe eine andere Matrix bilden als solche aus dem Knie. Als Nachteil beim Einsatz 
von Chondrozyten in der zellbasierten Therapie ist ihre phänotypische Instabilität bei längerer 
Kultivierung in vitro zu nennen (HOLTZER et al. 1960, MA et al. 2013). Sie dedifferenzieren und 
sind folglich nicht mehr in der Lage, die für die Knorpelmatrix essentiellen Komponenten, wie Typ 2-
Kollagen und spezifische Proteoglykane zu bilden (VON DER MARK et al. 1977, MA et al. 2013). 
Die Chondrozyten können zwar durch Kultivierung auf drei-dimensionalen Materialien rediffernziert 
werden, der ursprüngliche Phänotyp wird aber nicht vollständig erreicht.  
Um die Problematik der Seneszenz zu vermeiden, ist es möglich, statt in vitro kultivierter 
Chondrozyten, mesenchymale Stammzellen einzusetzen (HENRIKSSON et al. 2009, STECK et al. 
2009). Neben der deutlich höheren Proliferationsrate, verglichen mit Chondrozyten, wird als ihre 
große Stärke bezüglich des Tissue Engineerings ihr multipotenter Charakter bezeichnet 
(JOHNSTONE und YOO 1999, PITTENGER et al. 1999). Dies ist vor allem bei der Herstellung von 
Konstrukten aus verschiedenen Zellen vorteilhaft. So können bei solchen, die zur Therapie von 
osteochondralen Defekten eingesetzt werden, durch Differenzierung sowohl die Osteo- als auch die 
Chondrozyten aus den MSC gewonnen werden. WAKITANI et al. (1994) behandelte im 
Kaninchenmodell osteochondrale Defekte mit MSC versetztem Kollagengel. Die behandelte Gruppe 
zeigte nach 24 Wochen eine bessere Defektfüllung als die Kontrollgruppe. Als Schwächen der MSC 
fasst HUNZIKER (2002) ihren zahlenmäßigen Rückgang, sowie die Abnahme des Proliferations- und 
Differenzierungspotentials im Alter zusammen. DEXHEIMER et al. (2011) berichten hingegen, dass 
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das Differenzierungs-potential nicht mit dem Alter des Spenders korreliert. Sie zeigten, dass nach dem 
Erwecken aus dem Ruhezustand, die Anzahl der colony forming unit fibroblasts (CFU-F) zwar 
geringer war, das Potenzial zur Zelldifferenzierung der MSC aber gleich blieb. Die Arbeitsgruppe 
spricht daher von einer negativen Korrelation der  Reaktivierung der MSC aus dem Ruhezustand und 
ihrer initialen Wachstumsrate mit dem Spenderalter. Entscheidend ist, je höher die Zellproliferation in 
der Expansionsphase, desto besser die Differenzierung der Zellen. Dementsprechend ist eine gute 
Proliferation stets Voraussetzung für eine gute Differenzierung der Zellen (DEXHEIMER et al. 2011).  
Eine weitere Problematik im Zusammenhang mit MSC als mögliche Zellressource für die Therapie 
von Knorpeldefekten ist die mögliche Hypertrophie der Zellen und die damit verbundene gesteigerte 
Kollagen Typ X- und MMP13-Expression sowie die Hochregulation der Alkalischen Phosphatase-
Aktivität in vitro. Nach einer Transplantation von in vitro chondrogen vordifferenzierten MSC in 
SCID-Mäuse, kam es stets zu Kalzifizierung und Vaskularisierung der implantierten Sphäroide 
(PELTTARI et al. 2006, HENNIG et al. 2007). Laut RICHTER (2009) sprechen beim Einsatz von 
MSC zur Knorpelregeneration mehrere Aspekte für eine in-situ-Rekrutierung der MSC aus dem 
Knochenmark in das Defektareal. Eine Implantation der Zellen sei u.a. aufgrund der durch die 
Isolierung und Expansion der MSC anfallenden hohen Kosten und dem Fehlen exakter in vitro-
Protokolle zur Chondrogenese-Induktion bei gleichzeitiger Vermeidung der Zellhypertrophie 
unattraktiv.  
 
2.6 T iermodelle 
Tiermodelle dienen in der Forschung dem Schließen der Lücke zwischen in vitro Experimenten und 
klinischen Studien im Menschen. Um verschiedene Biomaterialien bezüglich ihrer 
Knorpelbildungsfähigkeit zu analysieren, bedient man sich ektoper (VACANTI et al. 1991, AMIEL et 
al. 2001, ZHAO et al. 2012, GU et al. 2013) und orthotoper Implantationsmodelle (GOTTERBARM 
et al. 2008, JUNG et al. 2009, STECK et al. 2009).  
 
2.6.1 Mäuse als ektopes Tiermodell für die Knorpelregeneration 
Die ektope Implantation in die Maus bietet ein einfaches und kosteneffektives Modell zur 
Untersuchung der in vivo Chondrogenese (VACANTI et al. 1991, AMIEL et al. 2001, ZHAO et al. 
2012). Es werden Biomaterialien mit Zellen besiedelt und subkutan in immundefiziente Mäuse 
implantiert. Die Auswertung der Implantate erfolgt in der Regel histologisch. Neben Chondrozyten 
wurden auf diesem Weg auch Zellen anderen Ursprungs, wie beispielsweise MSC und Myoblasten, 
auf ihre Fähigkeit zur Knorpelbildung hin untersucht (PELTTARI et al. 2006, HENNIG et al. 2007, 
DICKHUT et al. 2008, MEHLHORN et al. 2009, GU et al. 2013). Die Verfügbarkeit 
immundefizienter Nude- oder SCID-Mäuse (engl., severe combined immunodeficiency) macht den 
Einsatz von allogenen und xenogenen Zellen und Geweben zur Knorpelregeneration bei geringer 
Abstoßungsreaktion möglich. So wurden in verschiedenen Studien beispielsweise mit humanen oder 
porzinen Chondrozyten besiedelte Trägermaterialien subkutan in immundefiziente Mäuse implantiert 
(VACANTI et al. 1991, ZHAO et al. 2012). Zu beachten ist, dass implantierte Chondrozyten im 
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ektopen Modell unter Umständen eine bessere Versorgung mit Nährstoffen erfahren als solche, die in 
einem orthotopen Modell transplantiert werden. Beeinflussende Faktoren des Zielgewebes, wie 
beispielsweise mechanische Reize oder gewebsspezifische Zytokine, fehlen hingegen. Folglich ist die 
Vergleichbarkeit von Ergebnissen aus orthotopen und ektopen Modellen eher fragwürdig und nur bei 
darauf abgestimmter Fragestellung zu empfehlen. 
 
2.6.2 Das Minipig als orthotopes Tiermodell für die Knorpelregeneration 
Bei der orthotopen Implantation werden zellfreie oder mit Zellen besiedelte Trägermaterialien in 
präparierte Knorpeldefekte im Tiermodell transplantiert (GOTTERBARM et al. 2008, JUNG et al. 
2009, STECK et al. 2009). Ziel ist es, die Zellen der natürlichen Mikroumgebung des Knorpels 
zuzuführen und das Heilungsvermögen vor Ort zu untersuchen. Aufgrund der großen 
mikroanatomischen Ähnlichkeit des porzinen und humanen Knorpels (KAAB et al. 1998), werden 
heute vielfach Minipigs für in vivo Studien genutzt. GOTTERBARM et al. (2008) gelang es zu zeigen, 
dass im Göttinger Minipig weder chondrale noch osteochondrale Defekte vollständig heilen und diese 
Tiere somit ein dem Menschen ähnliches Knorpelregenerationsverhalten aufweisen. Gleiches wurde 
auch für andere Minipig-Rassen nachgewiesen (MAINIL-VARLET et al. 2001, CHANG et al. 2006). 
Neben autologen (JIANG et al. 2007, JUNG et al. 2009, STECK et al. 2009) und allogenen 
Therapiestrategien (CHANG et al. 2006, CHAWLA et al. 2007) wurde in verschiedenen Minipig-
Modellen auch die Transplantation xenogenen Materials durchgeführt. So publizierte HENRIKSSON 
et al. (2009) eine Studie, in der humane MSC in Zwischenwirbelscheiben des Minipigs implantiert 
wurden. Die transplantierten xenogenen Zellen konnten noch sechs Monate nach Implantation 
detektiert werden und wiesen eine Chondrozyten-typische Marker-Expression auf. 
Bei Tierversuchsmodellen zur Untersuchung der Knorpelregenration ist es wichtig, darauf zu achten, 
dass die Tiere zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns ausgewachsen sind. Denn eine Vergleichbarkeit 
der Studienergebnisse zum Menschen, bei denen Knorpelschäden in der Regel im Erwachsenenalter 
auftreten, sollte gegeben sein. Das Minipig gilt als adult, wenn sich die distale femorale 
Epiphysenfuge geschlossen hat (HURTIG et al. 2011). Da dies im Alter von 18 Monaten der Fall ist 
(HURTIG et al. 2011), ist es wichtig darauf zu achten, dass keines der zu operierenden Tiere zum 
Versuchsbeginn jünger ist. 
 
2.7  Immunantwort bei xenogener Chondrozyten-Implantation 
Nach der Transplantation von Gewebe fremden genetischen Ursprungs  wie es im xenogenen 
Transplantationsmodell der Fall ist - ist im Empfänger mit einer Immunreaktion zu rechnen. REVELL 
und ATHANASIOU (2009) geben in ihrem Review einen Überblick über die immunologischen 
Antworten, die bislang bei autologen, allogenen und xenogenen Transplantationsmodellen beschrieben 
wurden. Häufig wird das Fehlen von Immunreaktionen nach der Implantation von Knorpelgewebe 
beschrieben. Da der Knorpel nicht von Blutgefäßen durchzogen ist, ist das Gewebe für das 
Immunsystem nur eingeschränkt zugänglich. Daher wird Knorpel als immunpriviligiert bezeichnet 
(LANGER und GROSS 1974, BOLANO und KOPTA 1991). Auf Knorpel-Transplantationsmodelle 
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übertragen bedeutet dies, dass das Immunsystem in seiner Fähigkeit implantiertes Gewebe zu 
erkennen und abzustoßen eingeschränkt ist. Als ursächlich für die verminderte Immunogenität wird 
u.a. das Fehlen von zur Antigenpräsentation nötigen Oberflächenmarkern (MHC-Klasse II-Moleküle, 
co-stimulierende Faktoren der B7-Familie) gesehen (JOBANPUTRA et al. 1992, ADKISSON et al. 
2010). Durch verschiedene Arbeitsgruppen ist darüber hinaus gezeigt worden, dass sowohl 
Chondrozyten als auch deren Knorpelmatrix immunogen wirkende Antigene aufweisen (ENGLERT et 
al. 2005, TCHETINA et al. 2007). Handelt es sich um intakten Knorpel, so sind die Chondrozyten 
aufgrund der Abschirmung durch die Knorpelmatrix vom Immunsystem geschützt (ENGLERT et al. 
2005).  
In einer Studie zur Untersuchung der humoralen Immunantwort auf eine xenogene Chondrozyten-
Implantation wurde durch die Implantation von Ratten-Chondrozyten in Muskelgewebe von 
Kaninchen eine deutliche Immunreaktion ausgelöst (OSIECKA-IWAN et al. 2003). Zwei Wochen 
nach Implantation zeigte die gesamte Implantationsstelle eine deutliche Makrophagen-Invasion sowie 
einzelne Riesenzellen. Die Übertragbarkeit dieses Ergebnisses auf ein orthotopes Modell ist aufgrund 
der starken Vaskularisierung des Muskels, im Gegensatz zum Knorpelgewebe, kritisch. Die Autoren 
räumen daher ein, dass eine Transplantation ins Gelenk wahrscheinlich zu einer anderen 
Immunantwort des Wirtes führen würde. In einer Studie von RAMALLAL et al. (2004) wurden 
porzine Chondrozyten in osteochondrale Defekte adulter Kaninchen implantiert. Laut der Autoren 
waren weder makroskopische Entzündungszeichen noch auf histologischer Ebene Entzündungszellen 
zu finden. Die Arbeit beinhaltete aber keine Analyse auf spezifische Entzündungsparameter ein. 
HENRIKSSON et al. (2009) transplantierte humane MSC in Bandscheiben von Minipigs. Das 
Auftreten inflammatorischer Zellreaktionen schlossen sie anhand ihrer Auswertungen aus. Spezifische 
Verfahren zum Antigennachweis oder Nachweise auf Genexpressionsebene zur Detektion von 
Entzündungszellen wurden allerdings nicht durchgeführt. In der Studie von VAN SUSANTE et al. 
(1999), in der Kaninchen-Chondrozyten mittels Fibrinkleber in gesetzte Knorpeldefekte von Ziegen 
transplantiert wurden, wird hingegen von einer Infiltration des Fibrins durch mononukleäre 
Leukozyten-ähnliche Zellen drei Wochen post operationem sowie einer milden Synovitis berichtet. 
Es ist zusammenzufassen, dass die Transplantation xenogener Chondrozyten schon vielfach 
durchgeführt wurde. Eine immunologische Antwort des Wirts wurde bislang aber nur selten 
nachgewiesen (Tab. 2.2, S. 22), wobei spezifische Untersuchungsparameter häufig unbeachtet 
gelassen wurden. Es sind keine Publikationen bekannt, die über Studien zur orthotopen Implantation 
humaner Chondrozyten in Knorpeldefekte des Minipigs berichten. Im Allgemeinen sind die Persistenz 
von Chondrozyten und die immunologische Reaktion des Minipigs im xenogenen 
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Tabelle 2.2 Immunologische Antwort bei xenogenen Transplantationsmodellen 










3 Wochen Synovitis, 
mononukleäre Zellen 
OSI E C K A-IW A N 
et al. (2003) 
Kaninchen Ratten-Chondrozyten 2 Wochen deutliche 
Makrophageninvasion 




12 Wochen keine 
Abstoßungsreaktion 
SA K H A R O V et al. 
(2008) 
Ratte Humane fetale 
Chondroblasten 
60 Tage keine 
Abstoßungsreaktion 
H E NRI KSSO N et 
al. (2009) 
Minipig Humane MSC 1, 3, 6 Monate keine 
Abstoßungsreaktion 
L I et al. (2009) Minipig Schweine-
Chondrozyten/ 
humane MSC 




2.8 F ragestellung und Z ielsetzung  
Ziel des Tissue Engineerings ist es, ein Biomaterial zu entwickeln, das reproduzierbar zu einer 
möglichst optimalen Produktion von Knorpelmatrix durch die implantierten Zellen und folglich zur 
vollständigen Heilung eines Knorpeldefektes führt. Um dies zu erreichen, wird ein Biomaterial 
benötigt, das eine hohe Biokompatibilität aufweist, stabil im Defekt verbleibt und den implantierten 
Zellen erlaubt im Defekt zu überleben und zur Regeneration des Defekts beizutragen. Dazu muss es 
den implantierten Zellen eine stabile Matrix bieten bis ausreichend Regenerationsgewebe gebildet 
wurde. Zudem sollte das ideale Biomaterial die Einwanderung von Wirtszellen ermöglichen, um die 
Integration des Implantats in das bestehende Gewebe zu erreichen. Trotz intensivster Forschung auf 
diesem Gebiet ist bislang noch kein Biomaterial bekannt, das allen gestellten Anforderungen genügt. 
Die vorliegende Studie sollte klären, ob das neue, durch Vernetzung von porzinem Albumin und 
Hyaluronsäure und unter Zusatz der Wachstumsfaktoren IGF und BMP-2 hergestellte Hydrogel 
NOVOCART® Inject der Firma TETEC zur Füllung von Knorpeldefekten im Schweineknie geeignet 
ist.  
Dabei sollten folgende Fragen beantwortet werden: 
1. Ist die Fixierung des Gels durch seine Auspolymerisation gewährleistet oder sollte das 
Biomaterial mit einer Kollagenmembran überdeckt werden? 
2. Ist das Hydrogel biokompatibel oder gibt es Hinweise auf eine veränderte inflammatorische 
Antwort mit NOVOCART® Inject im Vergleich zu Fibringel mit Membranabdeckung? 
3. Führt der Einsatz von NOVOCART® Inject zu einer verstärkten Einwanderung von 
Wirtszellen in den Knorpeldefekt und inwiefern wird dies durch die Transplantation von 
humanen artikulären Chondrozyten (HAC) beeinflusst? 
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4. Persistieren transplantierte Zellen für mindestens vier Wochen im Defekt und gibt es Hinweise 
für eine bessere Regenerat-Qualität durch die Transplantation von Chondrozyten? 
5. Kommt es durch Einsatz des neuen Hydrogels zu einer besseren Regenerat-Qualität, 
verglichen mit einem Standard-Fibringel? 
Die Intention dieser Arbeit war es, durch Beantwortung der genannten Fragestellungen wichtige 
Hinweise auf eine weitere Vereinfachung und Verbesserung der Therapie von Knorpeldefekten in der 
Klinik zu bekommen. 
Der gewählte Ansatz umfasste eine prospektive Studie, in der insgesamt zwölf Göttinger Minipigs 
operiert wurden. Jedem Tier wurden jeweils zwei vollschichtige Defekte auf die medialen Kondylen 
beider Knie gesetzt. Die Gelenkdefekte erhielten Chondrozyten-haltiges oder zellfreies 
NOVOCART® Inject bzw. Standard-Fibringel. Die Auswertung der Defekte erfolgte nach zwei bzw. 
vier Wochen auf Genexpressionsebene bzw. durch die Histologie.  
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3 M A T E RI A L und M E T H O D E N 
3.1 Versuchstiere und T ierhaltung 
3.1.1 Göttinger Minipigs 
Die frühe Heilungsphase chondraler Defekte wurde an insgesamt zwölf weiblichen Schweinen der 
Rasse Göttinger Minipig untersucht. Die Tiere wurden von der Firma Ellegaard Göttinger Minipigs 
A/S (Dalmose, Dänemark) gezüchtet und direkt von dieser bezogen. Um eine Adaption ihres 
Immunsystems zu gewährleisten, wurden die Schweine bereits vier Wochen vor dem jeweiligen 
Operationstermin auf einen Bauernhof in der Nähe Heidelbergs gebracht. Ebenfalls konnte dadurch 
sichergestellt werden, dass das Befinden der Tiere unmittelbar vor den operativen Eingriffen nicht 
zusätzlich durch den Transportstress beeinträchtigt wurde.  
Um Stress durch Rangkämpfe zu vermeiden, wurden die Tiere auf dem bäuerlichen Betrieb jeweils in 
der ihnen bereits bekannten Konstellation zu sechst in einer mit Stroh ausgelegten Box gehalten. Das 
Ausmisten der Boxen sowie die Fütterung der Tiere erfolgten zweimal täglich. Der Zugang zu 
Trinkwasser war zu jeder Zeit gewährleistet.  
Detaillierte Informationen bezüglich des Geburtsdatums, des Körpergewichts usw. sind Tabelle 3.1 zu 
entnehmen. 
 













A 104914 17.01.2008 18.07.2011 52 kg 15.08.2011 1 
B 108686 04.10.2008 18.07.2011 46,4 kg 15.08.2011 1 
C 101575 15.05.2007 18.07.2011 49,8 kg 15.08.2011 1 
D 202650 01.07.2009 19.07.2011 52 kg 16.08.2011 1 
E 109558 25.11.2008 19.07.2011 41,2 kg 16.08.2011 1 
F 106336 02.05.2008 19.07.2011 49 kg 16.08.2011 1 
G 208272 14.09.2010 14.05.2012 43,3 kg 29.05.2012 2 
H 208335 16.09.2010 15.05.2012 47 kg 29.05.2012 2 
I 208425 22.09.2010 15.05.2012 43 kg 29.05.2012 2 
J 208182 08.09.2010 15.05.2012 33 kg 29.05.2012 2 
K 208457 27.09.2010 14.05.2012 43,2 kg 12.06.2012 2 
L 208488 29.09.2010 14.05.2012 46 kg 12.06.2012 2 
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3.1.2 SCID-Mäuse 
Zur Untersuchung der Vitalität und Redifferenzierungsfähigkeit humaner Chondrozyten wurden 
zellhaltige Konstrukte subkutan in sechs immundefiziente weibliche SCID-Mäuse (severe combined 
immunodeficiency) implantiert. Die Tiere wurden von der Firma Charles River gezüchtet und von 
dieser direkt bezogen. Die implantierten Chondrozyten stammten aus dem selben Zellpool, der bei 
sechs der zwölf operierten Schweine eingesetzt wurde (Zellpool 1). Der zweite Spenderzellpool 
konnte mangels Zellen nicht auf diese Weise untersucht werden.  
SCID-Mäuse zeichnet das Fehlen der Lymphozytenreifung aus. Aufgrund der Immundefizienz wurden 
die Mäuse in einem Inkubatorschrank gehalten, welcher eine keimfreie Haltung unter konstanten 
Bedingungen (Temperatur: 22°C; Druck: 75 Pa) ermöglichte. Es wurden sechs weibliche Tiere im 
Alter von 8  10 Wochen verwendet. 
Pro Makrolonkäfig Typ 2 wurden drei Tiere gehalten, welches die von der GV-SOLAS (Gesellschaft 
für Versuchstierkunde, Society for Laboratory Animal Science) und der Europäischen Gemeinschaft 
ausgegebenen Richtlinien erfüllt. Der Käfig wurde mit ca. 1,5 cm hohem sterilem Einstreu versehen, 
sowie einer Tränkeflasche und einer Hand voll sterilem Nagerfutter. Das Umsetzen der Tiere sowie 
der Futteraustausch erfolgten einmal wöchentlich. Das Trinkwasser wurde zweimal wöchentlich 
gewechselt. 
 
3.2 Mater ialien 
3.2.1 Chemikalien und Reagenzien 







Concanavalin A  
CpG Typ A Oligonucleotid  
DAB 
dATP, dCTP, dTTP, dGTP 
Dextransulfat 
Digoxigenin-11-dUTP 






Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen  
Merck KGaA, Darmstadt 
RocheDiagnostics GmbH, Mannheim 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Merck KGaA, Darmstadt 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Invivogen, San Diego (USA) 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
RocheDiagnostics GmbH, Mannheim 
Life technologies GmbH, Darmstadt 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Waldeck GmbH & Co. KG, Münster 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 






Hämalaun nach Mayer  
HCl 
H O (RNAse-frei) 












NBT/ BCIP Stock Solution 
Neo-Mount® 














Trypan Blue Solution (0,4 %) 
Tween 20 
Xylol 




Waldeck GmbH & Co. KG, Münster 
Merck kGaA, Darmstadt 
Invitrogen, Karlsruhe 
Merck kGaA, Darmstadt 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Merck kGaA, Darmstadt 
Chroma GmbH & Co. KG, Münster 
Merck kGaA, Darmstadt 
Merck kGaA, Darmstadt 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
HICO MIC 500 ml v. LMV, Wiesloch 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Merck kGaA, Darmstadt 
Merck kGaA, Darmstadt 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Merck kGaA, Darmstadt 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Merck kGaA, Darmstadt 
Merck kGaA, Darmstadt 
Invitrogen, Karlsruhe 
Qiagen, Hilden 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Chroma GmbH & Co. KG, Münster  
Leica Microsysteme GmbH, Nussloch 
Invitrogen, Karlsruhe 
Merck kGaA, Darmstadt 
PeqLab Biotechnologie, Erlangen 




Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
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3.2.2 Puffer und Lösungen 
Puffer/ Lösung Zusammensetzung 
Blockierungslösung 
 





































1% Blocking Reagent in DIG-1 Puffer 
 
1 g BSA in 100 ml PBS bzw. TBS lösen 
 
100 mg DAB purum p.a., 200 ml 0,1 Imidazol/HCl-
Puffer, 70µl H O  
 
1 g Ficoll 400, 1 g Polyvinylpryrrolidone, 1 g BSA                                   
mit H2O auf 500 ml 
 
Maleinsäure 100 mM, NaCl 150 mM; pH 7,5 
 
Tris-HCl 100 mM, NaCl 100 mM, MgCl2 50 mM; 
pH 9,5 
 
dATP, dCTP, dGTP          je 2 mM 
dTTP 1,75 mM, DIG-dUTP 0,25 mM 
 
DIG-Puffer-1 mit 0,3% Tween 20 
 
Für 2,5 Liter: 
625 g EDTA, 150 ml 40% NaOH, mit Aqua dest. auf 2,5 l 
auffüllen; pH 8,0 
 
50 mM TrisCl (pH 8), 100 mM EDTA, 100 mM NaCl,   




100 µl 50% Dextransulfat, 
10 µl Herings-DNA (10 mg/ml)    
500 µl Formamid (deionisiert), 180 µl Aua dest. 
 
6,81g Imidazol, ad 1000 ml Aqua dest.,  
500 ml 0,1 M HCl; pH 7,1 
 
0,5 ml Antisedan, 4,5 ml NaCl 
 
0,5 ml Ketamin, 0,2 ml Domitor, 6,375 ml NaCl 









































Für 1 Liter:  
0,2 g KCL,0,24 g KH2PO4, 8,0 g NaCl, 1,44 g Na2HPO4 
mit Aqua dest. auf 1 Liter auffüllen pH 
 
Für 1 Liter: 
8,4 g NaCl, 1,85 g Na HPO , 0,43 g KH PO  
mit Aqua dest. auf 1 Liter auffüllen; pH 7,6 
 
1x PCR-Puffer, 1,5 mM MgCl , 0,1 mM dATP, 0,1 mM 
dCTP, 0,1 mM dGTP, 0,087 mM dTTP, 0,0125 mM 
DIG-11-dUTP,    5 Units Platinum Taq-Polymerase, Aqua 
dest. ad 50 µl 
Murine Sonde: + 50 ng Maus-DNA 
Porzine Sonde: + 600 ng Schweine-DNA 
 
1 g in 10 ml Auqa dest.  100mg/ml Stock 
Für den Gebrauch: 1:200 verdünnen in 0,01 N HCl 
 
175,3 g NaCl, 88,2 g Natrium-Citrat, mit Aqua dest. auf  
1 l auffüllen 
 
Für 1 Liter: 
60,7 g Tris, 87,65 g NaCl, 41,5 ml 32% HCl 
mit Aqua dest. auf 1 Liter auffüllen; pH 7,2 
 
Stammlösung: 
60,58 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 610 ml Aqua 
dest., 390 ml HCl 1 M 
 
Gebrauchslösung: 
100 ml Stammlösung, 900 ml 0,8% NaCl in Aqua dest. 
 








Chondrozyten-Medium DMEM high glucose, 50 ml FCS, 5ml Penicillin-Streptomycin 
 
3.2.4 Enzyme 









Proteinase Typ XXIV 
Trypsin/EDTA Solution (10x) 
Vector Laboratories, Inc., Peterborough (UK) 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., Newmarket (UK) 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Invitrogen, Karlsruhe 
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
Sigma-Aldrich, Steinheim 
Biochrom AG, Berlin 
 
3.2.5 Antikörper und DNA  
Antikörper/ DN A H ersteller 




Kollagen II (Maus Anti-Human) 
MAC 387 (Maus Anti-Human) 
 
Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments 
from sheep  
(150U/ 200 µl) 
 
Sekundärantikörper 
Ziege Anti-Maus IgG 
Ratte Anti-Maus IgG 




MP Biomedicals Germany GmbH, Eschwege 
Dako Deutschland GmbH, Hamburg 
 





Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Jackson ImmunoResearch Europe Ltd., Newmarket (UK) 
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3.2.6 Primer 































-CGA GGC GGG TGG ATC ATG AGG T-  
-TTT TTT GAG ACG GAG TCT CGC-  
- TGG CCT GAG ACA GCA TGA C -  
- AGT GTT GGG AGC CAG ATT GT -  
5´- CCT GCT TCT CCT CAG CTT CA -  
5´- GGG CTG ACT GCT CAG GAG -3´ 
 
 
-BCC CGG CGG TGG TGG-  
-TGT TTT TCG AGA CAG GGT TTC-  
-GGG CTG GAG AGA TGG CTC-  
-TAT TTA TTA TAT GTG AGT ACA CTG-  
 
 
- GGA AAA GCA GAG CGT AAT GG -3  
- AGT TGC ATG TGT CGT TGA GG -3  
- GGG AAA CCA GGT GAT CAG G -  
- AAT ACC AGC AGC TCC CCT CT -  
- CCT GGA CCT TGG TTC TCT GA -  
- CCA GAG CTG GTG AGA GAT TTG -  
- ATA TGC CGC GGG TGT GGC C -  
- AAG GAT CCG GCA TTG CCG TGA G -  
- ACT GAA GTA CCT GGC CTT CC -  
- CAT CGA ACA CCT TGA GAC G -  
- CAA ATG TCG CAG ATG GAA TG -  
- CAT GGA GAA CTC CTC GAA GC -  
- TTG TCG CTA CAT CGC TGA AC -  
































K it H ersteller 
Omniscript® RT-Kit 
QIAquick PCR Purification Kit 
RNA direct Kit 
SYBR Green PCR Kit  
Qiagen GmbH, Hilden 
Qiagen GmbH, Hilden 
Invitrogen, Karlsruhe 
Qiagen GmbH, Hilden 
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Taq DNA Polymerase Kit Invitrogen, Karlsruhe 
 
3.2.8 Trägermaterialien 
T rägermaterial H ersteller 
TISSUCOL Duo S Immuno 
NOVOCART® Inject 
Baxter, Unterschleisheim 
TETEC AG, Reutlingen 
 
3.2.9 Verbrauchsmaterialien 
Verbauchsmaterial H ersteller 
Braunol 
BraunosanVet Waschlösung 
Deckgläser (24 x 50 mm) 
Deckgläser (70 x 26 mm) 
DIG Control Teststrips 








Filterpapier 600 (460 x 570 mm) 
Objektträger (Superfrost Plus) 
Objektträger (Superfrost Ultra Plus) 
Parafilm 
PCR Purification Kit 
Petrischalen 100 x 15 mm 
Pipettenspitzen 1000 µl, 200 µl 
Präzisionswischtücher 
Reaktionsgefäße bis 2 ml 
Reaktionsgefäße 15 ml, 50 ml 
Sterilfilter, 0,22µm 
Zellkulturflaschen 175 cm², 550 ml 
Zellsieb, 70 µm 
B. Braun Vet Care GmbH, Tuttlingen 
B. Braun Vet Care GmbH, Tuttlingen 
Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig 
Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig  
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes (USA) 
Feather Saftey Razor Co., LTD., Osaka (Japan) 
Paul Hartmann AG, Heidenheim  
Bode Chemie GmbH, Hamburg 
Schülke& Mayr GmbH, Norderstedt 
Bode Chemie Hamburg 
Paul Hartmann AG, Heidenheim 
AnsellHealthcare Europe NV, Brüssel 
VWR International GmbH, Darmstadt 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (USA) 
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (USA) 
Pechney Plastic Packaging, Chicago (USA) 
Qiagen GmbH, Hilden 
Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes (USA) 
Greiner bio-one GmbH, Essen 
Kimberly-Clark® Professional, Reigate (UK) 
Eppendorf AG, Hamburg 
Greiner bio-one GmbH, Essen 
Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes (USA) 
Greiner bio-one GmbH, Essen 
Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes (USA) 
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3.2.10 Arzneimittel 
Handelsname H ersteller 
Antisedan® (Atipamezolhydrochlorid) 
Atropinsulfat 0,5 mg/ml 
Domitor® (Medetomidinhydrochlorid) 
Dormicum®15 mg/ 3 ml (Midazolam) 
Doxapram V (20 mg/ml) 
Heparin-Na-25000-ratiopharm® 
Isofluran CP® 




Refobacin® 80 mg (Gentamicinsulfat) 
Rimadyl® (Carprofen) 
Stresnil® (Azaperon) 
Temgesic®     (Buprenorphinhydrochlorid) 
Xylocain® Pumpspray (Lidocain) 
Zinkoxide Aerosol 
Elanco Animal Health, Bad Homburg 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen 
Elanco Animal Health, Bad Homburg 
Roche Pharma AG, Grenzach-Whylen 
Albrecht GmbH, Aulendorf 
ratiopharm GmbH, Ulm 
CP-Pharma, Burgdorf 
Medistar® Arzneimittelvertrieb GmbH, Ascheberg 
Fresenius SE & Co. KGaA, Bad Homburg 
Merial GmbH, Hallbergmoos 
Biochrom AG, Berlin 
Merck KGaA, Darmstadt 
Pfizer Deutschland GmbH, Berlin 
Janssen-Cilag GmbH, Neuss 
RB Pharmaceuticals Limited, Slough Berkshire (UK) 
AstraZeneca GmbH, Wedel 
Henry Schein Inc., Melville (USA) 
 
3.2.11 Tierhaltungsmaterialien und OP-Bedarf 





Einwegskalpelle Typ 10, 12 
Einweg-Spritzen 
Filterhauben 










Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes (USA) 
Johnson & Johnson GmbH, Neuss 
Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest 
Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes (USA) 
Feather Saftey Razor Co., LTD., Osaka (Japan) 
Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes (USA) 
Tecniplast DE GmbH, Hohenpeißenberg 
Geistlich Pharma AG, Wollhusen (CH) 
 
Tecniplast DE GmbH, Hohenpeißenberg 
Tecniplast DE GmbH, Hohenpeißenberg 
Tecniplast DE GmbH, Hohenpeißenberg 
BSN medical GmbH, Hamburg 
Tecniplast DE GmbH, Hohenpeißenberg 
Becton Dickinson & Company, Franklin Lakes (USA) 
Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest  
Medical developements australia, Melbourne (AU) 









Tracheal-Tubus, 6,5 mm I.D. 
Tränkeflaschen incl. Kappen 
Ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest  
Aesculap AG, Tuttlingen 
Mölnlycke Health Care AB, Göteborg (Schweden) 
Mölnlycke Health Care AB, Göteborg (Schweden) 
Aesculap AG, Tuttlingen 
Semperit Technology Produkte Ges.mbH & Co. KG, Wien 
vom Bauern 
ConvidienIIc, Mansfield (USA) 
Tecniplast DE GmbH, Hohenpeißenberg 
 
3.2.12 Laborgerätschaften 





Mikroskop Axioplan 2 Imaging 




Neubauer-Zählkammer 0,100 mm 
Paraffinofen 
pH Meter (PB-11) 
PCR-Maschine 
Pipetten (1000 µl, 200 µl, 100 µl, 20 µl) 
Pipettierhilfe 
Schlittenmikrotom 






Zellkulturinkubator HERA Cell 
Zentrifuge Megafuge 1.0R 
Tischzentrifuge  
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham (USA) 
B. Braun Biotech International GmbH, Melsungen 
Sartorius AG, Göttingen 
Eppendorf AG, Hamburg 
Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Carl Zeiss AG, Oberkochen 
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf 
NanoDrop Technologies, Wilmington (USA) 
Glaswarenfabrik K. Hecht GmbH & Co. KG, Sondheim 
Heraeus Instruments, Hanau 
Sartorius AG, Göttingen 
Eppendorf AG, Hamburg 
Gilson International, Limburg 
Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG, Eberstadt 
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar 
Heraeus Instruments, Hanau 
Agilent Technologies, Böblingen  
Heraeus Instruments, Hanau 
Scientific Industries, Inc., New York (USA) 
Medax GmbH & Co. KG, Neumünster 
Medax GmbH & Co. KG, Neumünster 
Heraeus Instruments, Hanau 
Heraeus Instruments, Hanau 
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf 
 




AxioVision Rel. 4.6.3.0, © 2006-2008, Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH 
ImageJ 1.42q, Wayne Rasband National Institutes of Health, USA 
Microsoft Office Excel 2003, © 1985-2003, Microsoft Corporation  
Microsoft Office PowerPoint 2003, © 1987-2003, Microsoft Corporation  
Microsoft Office Word 2003, © 1983-2003, Microsoft Corporation 
SPSS 16.0 for Windows®, © 1989-2007, SPSS Inc., USA 
NanoDrop-1000 V3.8.1., © 2011, Thermo Fisher Scientific, USA 






3.3.1 Zellbiologische Methoden 
3.3.1.1 Isolierung humaner Chondrozyten aus dem Knorpel 
Nach Genehmigung der Ethikkommission wurden humane Chondrozyten aus Knorpelgewebe des 
Kniegelenks von insgesamt 12 Spendern gewonnen. Alle Spender unterzogen sich im Department für 
Orthopädie, Unfallchirurgie und Paraplegiologie des Universitätsklinikums Heidelberg einer Knie-
Total-Endoprothese (TEP)-Operationen. Nach der Entnahme des proximalen Tibiaabschnitts wurde 
der Knorpel unter sterilen Bedingungen mit Hilfe eines Skalpells vom Knochen abgetragen, ohne 
diesen zu beschädigen. Dabei wurde darauf geachtet, dass kein Gewebe aus geröteten bzw. 
entzündeten Knorpelarealen entnommen wurde. Das gewonnene Knorpelmaterial wurde gewogen und 
mit einer kleinen Menge sterilem PBS versehen, um das Austrocknen des Materials zu vermeiden. Um 
die Angriffsfläche für die Enzyme zu vergrößern, wurde der Knorpel zunächst in ca. 2-3 mm große 
Stücke zerkleinert. Das Primärmaterial wurde mittels 1 ml Hyaluronidase (1 mg/ml PBS), 1 ml 
Kollagenase B (15 mg/ml PBS) sowie 8 ml Chondrozytenmedium pro Gramm Knorpel für 12 Stunden 
bei 37°C rotierend-enzymatisch verdaut. 
Am Folgetag wurde die Suspension mittels Filtration (Porenweite: 70 µm) von gröberen 
Gewebestücken befreit. Das Filtrat wurde bei 1000x G für 10 Minuten bei Raumtemperatur (RT) 
zentrifugiert und der Überstand aus Enzymen und Medium verworfen. Das so entstandene Zellpellet 
wurde, je nach Größe, mit einer entsprechenden Menge an PBS resuspendiert. Als Richtwert diente 
hier: 35 ml PBS bei 10 g Knorpel. 
 
3.3.1.2 Zellzählung 
Um die Zellzahl in der Zell-PBS-Suspension zu bestimmen, wurde zunächst eine 1:10 Verdünnung 
mit dem Farbstoff Trypan-Blau hergestellt, welcher eine Unterscheidung zwischen lebenden und toten 
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Zellen möglich macht. Im Anschluss wurde eine Zählkammer nach Neubauer mit 10 µl dieses Zell-
Farbstoff-Gemisches bestückt und die Zellzahl ermittelt.  




Unmittelbar nach der Isolierung wurden die Chondrozyten in einer Dichte von 2143 Zellen/cm2 
(0,375x 106 Zellen/T175-Flasche) in Chondrozytenmedium ausgesät. Die Expansion fand bei 37°C 
und 6% CO  statt. Der Medienwechsel erfolgte zwei Mal wöchentlich, bis die Flaschen vollständig 
besiedelt waren.  
Die Aussaatdichte beruht auf einer Berechnung, welche bis zur Konfluenz der Zellen drei 
Populationsverdopplungen (PD3) zulassen. Dies bedeutet, dass die ausgesäte Zellzahl so bestimmt 
wurde, dass sich jede Zelle dreimal verdoppeln kann bis eine vollständige Besiedlung des 
Flaschenbodens durch einen Zellrasen erreicht wird.  
3.3.1.4 Zellernte 
Nach Erreichen einer Konfluenz von 90-95% in den Zellkulturflaschen, wurden die Zellen zunächst 
zwei Mal mit sterilem PBS gewaschen und nachfolgend mit Trypsin (Inkubation: 5 min, 37°C) vom 
Flaschenboden gelöst. Waren die Zellen vollständig vom Boden gelöst, so wurde die Enzymreaktion 
mittels Zugabe von Chondrozyten-Medium abgestoppt. Um Spendervarianzen zu reduzieren, wurden 
jeweils sechs Spender gepoolt (Zellpool 1,    Zellpool 2).  
 
3.3.1.5 Herstellung der  Fibrin- bzw. NOVOCART®Inject-Konstrukte 
Es wurden zwei verschiedene Matrices, die jeweils mit Zellen besiedelt wurden oder zellfrei blieben, 
zur Defektfüllung verwendet. Bei den Matrices handelte es sich um eine Fibrin-Matrix und die 
NOVOCART® Inject-Matrix der Firma TETEC AG, bestehend aus porzinem maleimido Serum-
Albumin und Hyaluronsäure. Die Herstellung dieser Matrix erfolgt gemäß Herstellerangaben. 
Die zellfreien Fibrin-Ansätze (TISSUCOL Duo S Immuno, Baxter, Unterschleisheim) wurden jeweils 
aus 58 µl 1:15 verdünntem Fibrinogen und 58 µl 1:50 verdünntem Thrombin hergestellt. Zur 
Erzeugung der zellhaltigen Konstrukte wurden vier Mio. Zellen zunächst im Fibrinogen resuspendiert 
und erst am OP-Tisch mit Thrombin vermischt.  
Die Herstellung der NOVOCART® Inject-Konstrukte erfolgte, indem bei zellhaltigen Konstrukten 
das Pellet, bestehend aus 4 Mio. Zellen, zunächst in 82 µl des Albumingel-Hyaluronsäure-Gemisches 
resuspendiert wurde. Kurz bevor die Matrix in den Defekt pipettiert wurde, wurden 23,2 µl des 
Vernetzers hinzugegeben und damit gemischt. Bei der Herstellung der zellfreien NOVOCART® 
Inject-Konstrukte wurde das Volumen des Zellpellets durch 12,6 µl PBS ersetzt, um dieselbe 
Konzentration des Serum-Albumins und der Hyaluronsäure im Konstrukt zu erreichen.  
Es wurde demzufolge bei beiden Matrices pro Ansatz ein Gesamtvolumen von ca. 116 µl mit einem 
Zellgehalt von 4 Mio. Zellen hergestellt, um einen ca. 29 µl fassenden Defekt (6 mm Durchmesser, 2 
mm Tiefe) zu füllen. Somit konnte davon ausgegangen werden, dass  sofern es sich um einen 
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zellhaltig gefüllten Defekt handeln sollte -, ca. 1 Mio. humane Chondrozyten in den Defekt implantiert 
wurden. Sechs der zwölf operierten Minipigs erhielten Chondrozyten aus Zellpool 1, die anderen 
sechs Tiere erhielten Chondrozyten aus Zellpool 2. 
Parallel wurden dieselben Ansätze auf ein Gesamtvolumen von 30 µl berechnet und in subkutane 
Taschen an Schultern und Hüfte von SCID-Mäusen implantiert. Den Pellets wurde unmittelbar nach 
Vermischen der Matrixkomponenten (Albumingel-Hyaluronsäure-Gemisch und Vernetzer; Fibrinogen 
und Thrombin) ein Faden beigefügt, um das Wiederfinden nach Euthanasie der Tiere zu erleichtern. 
Die Pellets ließ man vor der subkutanen Implantation vollständig auspolymerisieren, um ein in sich 
stabileres Konstrukt zu erhalten. Alle in die Maus implantierten Chondrozyten stammen aus Zell-  
pool 1. 
 
3.3.1.6 Isolierung und Stimulierung von porzinen periphere Blutmonozyten  (PBMC)  
3.3.1.6.1 Isolierung 
Zur Gewinnung porziner peripherer Blutmonozyten, wurde vor der Tötung der Tiere Blut kardial 
entnommen. Spritzen und Auffanggefäße wurden zuvor mit Heparin benetzt, um eine Gerinnung zu 
vermeiden. Das gewonnene Blut wurde zunächst 1:2 mit PBS verdünnt und anschließend im 
Verhältnis 1:1 auf 20 ml FicollTM geschichtet. Die Trennung der einzelnen Zellfraktionen erfolgte über 
Dichtegradientenzentrifugation (RT, 2700 rpm, 30 min). FicollTM besitzt eine Dichte von 1,077 g/ml. 
Da Erythrozyten, Granulozyten und Zelltrümmer eine Dichte über der des FicollTM aufweisen, 
sammeln diese sich als tiefrote Phase am Grund an. Die gewünschten Blutmonozyten reichern sich in 
der Interphase an, die sich über dem FicollTM und unter dem Überstand aus PBS, Plasma und 
Thrombozyten bildet. Die Interphase wurde entnommen und zweimal mit PBS (RT, 1800 rpm bzw. 
1500 rpm, 10 min) gespült. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte gemäß 3.3.1.2 mittels Neubauer 
Zählkammer unter Verwendung des Farbstoffs Trypan-Blau. Anschließend wurde das Zellpellet mit 
RPMI-Medium resuspendiert, um eine Konzentration von fünf Millionenen Zellen/ml zu erreichen. 
 
3.3.1.6.2 Stimulierung, Aussaat und Zellernte 
Um die Spezifität der Primer für IL-1ß und TNF-
stimulierter porziner PBMC gegenüber nicht stimulierten porzinen PBMC untersucht.  
Zur Stimulierung wurden die Substanzen Concanavalin oder das Oligodeoxynukleotid CpG 
verwendet. Concanavalin A ist ein Mitogen und führt zur Stimulation der T-Lymphozyten (DOZOIS 
et al. 1997). Das CpG-Oligonukleotid dient als Ligand des Toll-like Rezeptors 9 (TLR-9) der 
Stimulation der Monozyten (KAMSTRUP et al. 2001).  
Es wurden jeweils fünf Millionen Zellen entweder mit 100 µg/ml Concanavalin A oder 5 µM CpG 
behandelt und jeweils in einem Well einer 24-well-Platte ausgesät. Die Ansätze wurden dann für 18 
Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Am Folgetag wurden die Zellen geerntet, in QIAzol-
Reagenz homogenisiert und im Anschluss die RNA-Aufarbeitung und cDNA-Synthese, wie unter 
3.3.4 (S. 47) beschrieben durchgeführt.  
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3.3.2 Tierexperimentelles Arbeiten 
Alle Tierversuche wurden durch die verantwortliche Regierungsbehörde Karlsruhe unter dem 
Aktenzeichen G 185/08 genehmigt und fanden in den Tierhaltungsräumen der Orthopädischen 
Universitätsklinik Heidelberg statt. 
 
3.3.2.1 Minipigs 
3.3.2.1.1 Sedation, Narkose & Behandlungsprotokoll 
Prämedikation & Narkose 
Die  zwölf Tiere wurden jeweils drei Tage vor dem Operationstermin zum Tierhaus des Departments 
für Orthopädie, Unfallchirurgie und Paraplegiologie der Universitätsklinik Heidelberg gebracht um 
sicher gehen zu können, dass sie sich am Operationstag vollständig vom Transportstress erholt haben.  
Die Futteraufnahme wurde den Schweinen 12 Stunden vor der Operation aus medizinischen Gründen 
(Vermeidung eines Narkose-bedingten Erbrechens) verweigert. Der Zugang zu Wasser war stets 
uneingeschränkt möglich. 
Die Schweine wurden am Operationstag mittels einer Prämedikation bestehend aus 5 mg/kg 
Körpergewicht (KGW) des Neuroleptikums Azaperon (Stresnil®) sowie 0,02 mg/kg KGW des 
Parasympathikolytikums Atropinsulfat sediert. Beide Medikamente wurden in einer Mischspritze 
aufgezogen und über eine Verlängerung, dessen Totvolumen vorher mit der Medikamentenlösung 
gefüllt wurde, dem Tier tief intramuskulär (i.m.) in handbreitem Abstand hinter dem Ohrgrund 
verabreicht. Es schloss sich eine Ruhezeit von 20 min. an, um den Wirkeintritt der Sedation 
abzuwarten. Nach Ablauf dieser Zeitspanne wurde die Narkose, bestehend aus 15 mg/kg KGW 
Ketamin (Ketamin 10%) und 0,5 mg/kg KGW Midazolam (Dormicum®) ebenfalls i.m. verabreicht 
(möglichst auf der anderen Kopfseite). Waren 30 min vergangen und das Tier wies eine ausreichende 
Narkosetiefe auf, so wurde ein venöser Zugang in eine der Ohrvenen gelegt. Es folgte die Entfernung 
des groben Schmutzes von der gesamten Hintergliedmaße und dem Bauch des Tieres durch Waschung 
mit Braunosanvet Waschlösung sowie das Rasieren der Operationsfläche. Im Anschluss wurde die 
Waschung zwei Mal wiederholt, wobei die Braunosanvet Waschlotion jeweils für ein paar Minuten 
einwirken konnte. Im Anschluss erfolgte der Transport des Schweines in den Operationssaal, wo es 
zunächst in Brust-Bauchlage intubiert wurde. Um die Intubation zu erleichtern, wurde zuvor die 
Epiglottis mit einem lokalen Anästhetikum (Xylocain® Pumpspray) behandelt. Vor Ort wurden die 
Operationsflächen erneut mehrfach mittels Braunol desinfiziert und das Tier steril abgedeckt. 
 
Analgesie 
Zur Analgesie erhielten die Tiere während der Narkose 0,025 mg/kg KGW Temgesic intravenös (i.v.). 
Am ersten Tag nach der Operation wurde das Opiod Buprenorphinhydrochlorid (Temgesic®) jeweils 
morgens und abends i.m. verabreicht.  
Am zweiten und dritten Tag nach der Operation wurden die Schweine ebenfalls morgens und abends 
mit 5 mg/kg KGW des Nicht-steroidalen Antiphlogistikums Carprofen (Rimadyl) behandelt. 
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Antibiose 
Jedes Tier bekam ein Tag vor der Operation 80 mg Gentamicinsulfat (Refobacin®) tief intramuskulär 
(i.m.) hinter den Ohrgrund in die Nackenmuskulatur appliziert. Die Antibiose wurde am Tag der 
Operation sowie an den beiden Folgetagen weitergeführt. Am Operationstag erhielten die Schweine 
jeweils 80 mg Gentamicinsulfat vor und nach der Operation. An den beiden Folgetagen wurde jedem 
Schwein einmal täglich 80 mg Gentamicinsulfat appliziert. 
 
3.3.2.1.2 Orthotope Implantation 
Die OP-Technik wurde durch die Wahl der MACI-Methode als Therapieverfahren vorgegeben (JUNG 
et al. 2009). Die Defektpräparation wie auch die Defektfüllung durch die beiden Biomaterialien 
(zellhaltiges bzw. -freies Fibringel bzw. NOVOCART® Inject) fanden am selben Tag statt. Jedes Knie 
wurde jeweils durch eine mediane Schnittführung von der Tuberositas tibiae bis zum distalen 
Patellarpol eröffnet. Die Patellarsehne wurde freipräpariert und mit einem Schnitt längs der Medianen 
durchtrennt. Mittels Wundspreizer wurde die Patellarsehne zur Seite geschoben, so dass die Sicht auf 
den Fettkörper frei war. Nach der Teilresektion des Fettkörpers wurde der Wundspreizer erneut 
eingesetzt. Das Kniegelenk wurde eröffnet und eventuelle Blutungen mittels Kauter eingedämmt.  
Es wurden bei allen Schweinen jeweils zwei Defekte auf die medialen Kondylen beider Knie gesetzt. 
Jeder Defekt wurde zunächst mit einer 6-mm-Hautstanze ausgestochen, um anschließend den hyalinen 
Knorpel mit Küretten oder scharfen Löffeln in diesem Bereich bis auf die subchondrale Knochenplatte 
abzutragen. Bei der Defektpräparation wurde besonders darauf geachtet, dass es zu keiner Verletzung 
dieser anatomischen Struktur kam, da dies der klinischen Standardtherapie des Menschen entspricht. 
Trotz besonderer Vorsicht bei der Präparation der Defekte ist es vereinzelt zu punktuellen 
Verletzungen der subchondralen Knochenplatte gekommen. Blutungen waren, wenn sie auftraten, 
jedoch nur sehr leicht vorhanden und wurden vor der Füllung des Defekts mit dem jeweiligen 
Biomaterial mit Hilfe von Tupfern aufgenommen. Um einen möglichst guten Halt der implantierten 
Hydrogele im Defekt zu gewährleisten, wurde darauf geachtet, dass die Defektgrenzen möglichst im 
rechten Winkel zum darunterliegenden subchondralen Knochen präpariert wurden. War die 
Defektpräparation abgeschlossen, wurde das Gelenk gründlich gespült. 
Im Anschluss wurde bei nicht membrangedeckten Defekten das Biomaterial in den Defekt pipettiert. 
Handelte es sich um einen gedeckten Defekt, so wurde nach dessen Präparation, wie in Abbildung 3.1 
(S. 39) dargestellt, zunächst eine Membran (Geistlich Bio-Gide®, Geistlich Pharma AG, Wollhusen, 
Schweiz), bestehend aus Kollagen-I/III, mit drei Einzelheften über dem Defekt am Knorpel fixiert. 
Nach Befüllen der entstandenen Tasche mit dem jeweiligen Biomaterial, wurde diese mit einem 
weiteren Einzelheft verschlossen und für einige Minuten die Polymerisation des Gelmaterials 
abgewartet. Im Anschluss wurde die Fixierung der Biomaterialien in den Defekten durch Beugung und 
Streckung des Gelenks kontrolliert. Während der gesamten Operation wurde darauf geachtet, dass kein 
Blut in den Defekt und dessen Füllung einfließt. Es traten, abgesehen von einzelnen intraoperativ 
vorkommenden Blutungen, keine Komplikationen auf. 
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Abbildung 3.1 Präparation, Füllung und Verschluss eines gefüllten Membran-gedeckten 
Knorpeldefekts. 
 
Erwies sich die Fixierung als ausreichend, wurde das Knie in Schichten (Patellarsehne, 
Subkutis, Kutis) verschlossen und abschließend mit Zinkoxid-Spray behandelt. Abbildung 3.2 
zeigt jeweils einen repräsentativen Defekt der gedeckten Fibringrupppe und einen Defekt der 
nicht mit einer Membran versehenen NOVOCART® Inject-Gruppe der Hauptstudie.  
 
 
Abbildung 3.2 Jeweils ein repräsentatives Beispiel eines gefüllten Defektes pro 
Defektfüllungsgruppe; A: Fibringel mit Membranabdeckung; B: NOVOCART® Inject ohne 
Membranabdeckung 
 
MATERIAL und METHODEN  40 
 
Aufgrund institutsinterner Erfahrungen, die eine mangelhafte Fixierung von Fibringel im Defekt 
andeuten, und in enger Analogie zur klinischen Praxis am Menschen, wurden die Fibrin-gefüllten 
Defekte stets zusätzlich mit einer Kollagen-I/III-Membran versehen. Die NOVOCART® Inject-
gefüllten Defekte wurden, bis auf drei Defekte der Vorstudie, nicht mit einer solchen Membran 
abgedichtet (Tab. 3.2; Tab. 3.3).  
Um wirtsspezifische Einflüsse zu minimieren, wurde darauf geachtet, in die Defekte eines Schweins 
stets beide Trägermaterialien (NOVOCART® Inject, Fibringel) einzusetzen. Ein Verzeichnis der 
Versuchstiere mit Operationsschema (inkl. Defektzuordnung) und Angabe der Art der Analyse (PCR 
oder Angabe der Identifikationsnummer bei histologischer Färbung) sind den Tabellen 9.1 und 9.2   
(S. 113-114) im Anhang zu entnehmen.  
 
Tabelle 3.2 Versuchsgruppen der Vorstudie 
Matrix Standzeit Membran n Auswertung 
N O V O C A R T®Inject 4 Wochen 
- 3 histomorphometrisch 
+ 3 histomorphometrisch 
(-) = mit Membranabdeckung des Defekts, (+) = ohne Membranabdeckung des Defekts 
 
 
Tabelle 3.3 Versuchsgruppen der Hauptstudie 
Matrix Standzeit Zellen Membran n 
Auswertung 
     H isto          PC R 
N O V O C A R T® 
Inject 
2 Wochen + - 8 2 6 
4 Wochen + - 7 6 1 
- - 6 6 0 
F ibrin 2 Wochen + + 8 2 6 
4 Wochen + + 7 6 1 
- + 6 6 0 
Defektanzahl    42   
 ( ) = zellfrei bzw. ohne Membran; (+) = zellhaltig bzw. mit Membran, n = Anzahl der Tiere pro 
Gruppe 
 
Die Minipigs verblieben jeweils drei bis vier Tage nach der Operation im Tierhaus der 
Forschungseinrichtung. Danach wurden die Tiere für die Standzeit von zwei bzw. vier Wochen auf 
einen Bauernhof nahe Heidelberg gebracht.  
 
3.3.2.1.3 Euthanasie & Explantation 
Nach Ablauf der zwei- bzw. vierwöchigen Standzeit, wurden die Tiere wie unter 3.3.2.1.1   (S. 37) zu 
lesen sediert und narkotisiert. War eine ausreichende Narkosetiefe erreicht, wurde dem Tier ein 
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venöser Zugang in eine der Ohrvenen gelegt, um es durch eine En-Block-Gabe des Pentobarbitals 
Narcoren zu euthanasieren. Das Herz wurde bis zum Ausbleiben der Herztöne auskultiert. Konnte der 
Tod des Tieres eindeutig festgestellt werden, so folgte die Amputation der Hintergliedmaße durch 
Exartikulation der Hüftgelenke. Die Kniegelenke wurden im Anschluss mit chirurgischem 
Instrumentarium freigelegt und zunächst beide Defekte einer Seite zusammen entfernt. Damit später 
nicht das Risiko der Verwechslung beider Defekte besteht, wurde oberhalb des proximalen Defekts 
eine Furche in den Knorpel bzw. Knochen der medialen Femurkondyle gesägt. Die Defekte wurden 
fotographisch dokumentiert (Abb. 3.3).  
 
 
Abbildung 3.3  Jeweils ein repräsentatives Beispiel eines gefüllten Defekts pro Defektfüllungsgruppe 
nach Explantation (A, B) und Entkalkung durch EDTA (C, D). A + C: Fibringel mit 




Die Tiere wurden jeweils mit 17 µl/g KGW eines Narkosemix aus Ketamin, Domitor und NaCl 
narkotisiert. Die Medikation erfolgt durch intraperitoneale Applikation.  
Nach Beendigung des operativen Eingriffs wurde jede Maus mit 5 µl/g KGW eines Narkose-Antidots 
aus Antisedan und NaCl durch eine i.m. Injektion in den Oberschenkel des Tieres aus der Narkose 
erweckt. Um den Kreislauf der Maus zu unterstützen, wurden zusätzlich 10 µl/g KGW NaCl subkutan 
in den Nacken des Tieres verabreicht.  
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3.3.2.2.2 Ektope Transplantation und Defektlokalisation 
Es wurden insgesamt sechs Mäuse mit jeweils vier Konstrukten versehen, wobei jeweils eine 
subkutane Tasche auf beiden Seiten auf Höhe des Schultergürtels sowie auf Höhe des 
Iliosakralbereichs gesetzt wurde. Jede Maus erhielt an der linken Schulter ein zellfreies 
NOVOCART® Inject-Konstrukt, an der linken Hüfte ein zellhaltiges Fibrin-Konstrukt (1 Mio. Zellen; 
Zellpool 1) und in beide subkutane Taschen der rechten Seite je ein zellhaltiges NOVOCART® Inject-
Konstrukt (1 Mio. Zellen; Zellpool 1). Die Standzeit betrug vier Wochen. 
 
3.3.2.2.3 Euthanasie und Explantation  
Die Mäuse wurden genau vier Wochen nach Implantation der Konstrukte durch zervikale Dislokation 
getötet und die aufgefundenen Konstrukte mit Skalpell und Pinzette entnommen. 
 
 
3.3.3 Histologische Methoden 
3.3.3.1 Fixierung und Entkalkung 
Schweineproben 
Die Proben wurden unmittelbar nach der Entnahme für 72 Stunden in 4%igem PFA fixiert. Nach den 
ersten 12 Stunden wurde das PFA gewechselt und in diesem weitere 60 Stunden belassen. Das fixierte 
Gewebe wurde nach dieser Zeit mit PBS gewaschen und mit der zehnfachen Menge des 
Gewebevolumens an Entkalker versehen. Als Entkalker wurde Ethyldiamin-tetraacetat (EDTA) 
verwendet, welches fünf Mal die Woche gewechselt wurde. Der Grad der Entkalkung wurde nach ca. 
sechs Wochen erstmalig mittels Nadelstichprobe überprüft. Nach acht bis neun Wochen waren keine 
harten Stellen mehr vorhanden und die Entkalkung beendet. Um die Defekte nachfolgend einzeln 
einbetten zu können, wurden sie mit einem Einwegskalpell voneinander getrennt. 
Konstrukte aus der SCID-Maus 
Die in die Maus implantierten Konstrukte wurden in jeweils 1 ml 4%igem PFA für 24 Stunden bei RT 
inkubiert.  
 
3.3.3.2 Entwässerung und Paraffin-Einbettung der Proben 
Schweineproben 
Nach Abschluss der Entkalkung wurden die Schweineproben für zwei Stunden mit  PBS gewaschen, 
wobei nach jeweils 3o Minuten das PBS gewechselt wurde. Die Proben wurden mit einer 
aufsteigenden Alkoholreihe entwässert (70% Isopropanol 72h, 96% Isopropanol 12h, 100% 
Isopropanol 24h) und danach für 24 h mit Aceton fixiert. Während des Entwässerns wurde der 
entsprechende Alkohol bzw. das Aceton jeweils abends gewechselt und die Proben bei RT und       
200 bar im Vakuumschrank gelagert.  
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Am Folgetag wurden die Proben in kleine, mit Paraffin gefüllte Tiegel gebracht und für 24 Stunden 
bei 67°C im Paraffinofen inkubiert. Zweck dieses Behandlungsschrittes ist das vollständige 
Durchdringen der Probe mit Paraffin. Danach erfolgte das Einbetten der Proben in Paraffin. 
Konstrukte aus der SCID-Maus 
Die Konstrukte, die parallel zu den Defekten in den Schweinen, in die Mäuse implantiert wurden, 
wurden zunächst für 24 Stunden in 4%igem PFA fixiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS, 
wurden sie für jeweils zwei Stunden in 70% und 96% Isopropanol inkubiert. Die Entwässerung in 
100% Isopropanol fand bei RT und über Nacht statt. Am dritten Tag wurden die Proben zunächst mit 
Aceton gespült und für 2 Stunden mit Aceton entwässert, bevor sie über Nacht in Flüssigparaffin bei 
67°C verbracht wurden. Am Tag darauf erfolgte das Einbetten der Konstrukte in Paraffin. 
 
3.3.3.3 Anfertigung Paraffin-eingebetteter Gewebeschnitte und deren Vorbehandlung  
Die Paraffinbl -dicke Schnitte geschnitten. Die 
Defektbreite wurde mittels Mikroskop gemessen. Bei Erreichen einer Breite von 5 mm wurden die 
folgenden 24 Gewebsschnitte auf SuperFrost® Plus Objektträgern aufgezogen (zwei Schnitte pro 
Objektträger). Anschließend wurden die Objektträger 30 min auf einer Wärmeplatte (43°C) getrocknet 
und über Nacht im Brutschrank (43°C) gelagert. 
Die Defekte der Vorstudie wurden zusätzlich in zwei weiteren Ebenen geschnitten. Zwischen den 
Ebenen wurden zehn Schnitte (50 µm) verworfen.  
Vor dem Färben wurden die histologischen Schnitte der Schweineproben stets 4x 10 min in Roti®-
Histol entparaffiniert, in einer fallenden Alkoholreihe rehydriert (jeweils 5 min 100%, 96%, 70% und 
50% Isopropanol) und anschließend 2x 5 Minuten in Aqua dest. gewaschen.  
Die Vorbehandlung der Präparate aus der Maus erfolgte analog zu denen der Schweineproben, 
allerdings reichte hier eine Entparaffinierung von 4x 5 min in Roti®-Histol. 
 
3.3.3.4 Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfärbung (HE) 
Zur Übersicht und Beurteilung der Defektgröße und des Regeneratgewebes wurde zunächst eine 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung durchgeführt. Die Gewebeschnitte wurden gemäß 3.3.3.3 entparaffiniert 
und rehydriert. Die Zellkerne wurden für 6 min mit Hämalaun nach Mayer gefärbt, zweimal in 
Leitungswasser gewaschen und 20 min in Leitungswasser gebläut. Es folgte eine fünf minütiger 
Waschschritt in Aqua dest. und die Gegenfärbung in 1% Eosin für 1 min. Unter dem Mikroskop wurde 
kontrolliert, ob die Färbung die gewünschte Intensität aufweist. War dies der Fall, wurde die 
überschüssige Färbelösung durch Waschen mit Aqua dest. (3x) entfernt. Die Ausdifferenzierung der 
Färbung erfolgte durch eine aufsteigende Alkoholreihe (96%, 2x 100% Isopropanol, jeweils 10-30 
sek), gefolgt von einer 4x fünf-minütigen Entwässerung in Roti®-Histol. Die Präparatschnitte wurden 
in Neo-Mount® eingebettet. 
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3.3.3.5 Nachweis von Proteoglykanen mittels SafraninO-Färbung  
Zur Beurteilung der Knorpelbildung und der Ablagerung von Proteoglykan-enthaltender 
Knorpelmatrix wurde eine SafraninO-Färbung durchgeführt. Hierzu wurden die Gewebsschnitte 
zunächst, wie in 3.3.3.3 (S. 43) beschrieben entparaffiniert und rehydriert. Die Proteoglykane wurden 
20 min lang mit Safranin O gefärbt und anschließend 3x in Aqua dest. gewaschen. Die Gegenfärbung 
erfolgte 20 sek. lang mit Fast Green, dem sich dreimaliges Waschen mit Aqua dest. anschloss. Die 
Ausdifferenzierung der Färbung erfolgte durch eine aufsteigende Alkoholreihe (96%, 2x 100% 
Isopropanol, jeweils 10-30 sek), gefolgt von einer 4x 5-minütigen Entwässerung in Roti®-Histol. Die 
Präparatschnitte wurden in Neo-Mount® eingedeckt.  
Als Positiv- und Negativkontrolle dienten Chondrozyten-Pellets, die nachgewiesener Maßen 
Proteoglykan-positiv bzw. -negativ waren. Als positive Färbung wurde der Nachweis von in der 
Schnittebene liegenden, orangenen Reaktionsprodukten gewertet. 
 
3.3.3.6 Immunhistologischer Kollagen Typ II-Nachweis 
Zur Überprüfung einer Kollagen-II-Ablagerung des Regeneratgewebes im Defektbereich wurde ein 
immunhistologisches Verfahren zum Antigennachweis durchgeführt.  
Die Gewebsschnitte wurden gemäß 3.3.3.3 (S. 43) entparaffiniert und rehydriert. Alle Inkubationen 
erfolgten in einer feuchten Kammer, alle Waschschritte in Färbegestellen. Zwischen den nachfolgend 
beschriebenen Schritten wurden die Präparatschnitte jeweils 2-3x für 2 min in PBS (pH 7,4) 
gewaschen. Das Antigen-Retrival erfolgte für 15 min bei 37°C mit 4 mg/ml Hyaluronidase/PBS      
(pH 5,5) und 30 min lang mit 1 mg/ml Pronase/PBS (pH 7,4) bei 37°C. Danach wurden die Präparate 
mit einer 5%igen BSA/PBS-Lösung für 30 min bei RT geblockt. Der monoklonale Antikörper Maus 
anti-Human Kollagen Typ II wurde 1:1000 (1µg/ml) in 1% BSA verdünnt und die Gewebeschnitte 
Ü/N bei 4°C inkubiert. Zwischen den darauffolgenden Schritten  wurden die Gewebeschnitte jeweils 
3x 5 min in TBS gewaschen. 
Als Sekundärantikörper diente ein Biotin-konjugierter Ziege anti-Maus Antikörper, der 1:500 (2,4 
µg/ml) in TBS verdünnt wurde. Die Inkubation erfolgte für 30 min bei RT. Visualisiert wurde mittels 
Alkalischer Phosphatase (30 min bei RT) und Fast Red-Gegenfärbung (10-15 min bei RT). Die 
Enzymreaktion wurde durch dreimaliges Waschen mit Aqua dest. gestoppt und die Zellkerne für 6 
min mit Hämalaun nach Meyer gegengefärbt. Im Anschluss wurde für 15 min in Leitungswasser 
gebläut und in Aquatex eingedeckt.  
Als Positiv-Kontrolle diente der Nachweis einer in der Schnittebene liegenden rosanen Markierung 
des an den Defekt angrenzenden intakten hyalinen Knorpelgewebes, die in der Negativ-Kontrolle nicht 
nachweisbar war. 
 
3.3.3.7 Immunhistologischer Nachweis des MAC387-Antigens 
Zur Darstellung der Makrophagen und Monozyten im Defektbereich des Knorpels wurde mittels 
MAC387-Antikörper immunhistochemisch markiert (WIPPERMANN 2011).  
Die Gewebeschnitte wurden mittels Xylol (1x 10 min, 1x 3 min) entparaffiniert und in Isopropanol (2x 
3 min 100%, 1x 3 min 96%) rehydriert. Alle Inkubationsschritte erfolgten in einer feuchten Kammer, 
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alle Waschschritte in Färbegestellen. Zwischen den nachfolgend beschriebenen Schritten wurden die 
Präparatschnitte, wenn nicht anders beschrieben, jeweils 2-3x für 2 min in TBS (pH 7,6) gewaschen. 
Die Inaktivierung der endogenen Peroxidase erfolgte durch eine 30 minütige Inkubation in Methanol 
mit frisch zugesetztem 0,5%igem H O  bei Raumtemperatur. Es folgte jeweils ein 5 minütiger 
Waschschritt in TBS (pH 7,6; RT) und in PBS (pH 7,2; 37°C). Das Antigen-Retrival erfolgte durch 
eine 5 minütige Inkubation bei 37°C mit 0,05% Protease Typ XXIV in PBS. Diese Reaktion wurde 
durch Waschen in eiskaltem TBS (3x 5 min) gestoppt. Als Primärantikörper wurde MAC387 (1:1000 
in 1% BSA in TBS, ergibt 358 µg/ml) auf die Gewebeschnitte gegeben und bei 4°C Ü/N inkubiert. Als 
Negativ-Kontrolle diente ein Gewebeschnitt, welcher statt des Erstantikörpers nur mit 1% BSA/TBS 
behandelt wurde. Am nächsten Tag erfolgte die 30 minütige Inkubation (RT) mit dem Sekundär-
Antikörper Ratte anti-Maus IgG (1:100 in 1% BSA in TBS, ergibt 1,2 µg/ml). Als Teil des genutzten 
Detektionssystems wurde die Maus-Peroxidase-Anti-Peroxidase (1:500 in 1% BSA in TBS, ergibt 20 
µg/ml) auf die Schnitte gegeben und verblieb für 30 min bei  RT. Die Färbung der Schnitte erfolgte für 
10 min in DAB mit 0,01% H O  (30%) 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1) bei RT. Nach dem Waschen in 
TBS wurden die Gewebeschnitte für 5 min in Aqua dest. verbracht, bevor sie für 10 s in 
die anschließende Entwässerung mittels aufsteigender Alkohol-Reihe (70%, 96%, 2x 100% 
Isopropanol, jeweils 3 min) und die Fixierung in Roti®-Histol (2x 5 min) und Xylol (10 min). Die 
Gewebeschnitte wurden in Neo-Mount® eingedeckt.  
Als Positiv-Kontrolle diente der Nachweis von in der Schnittebene liegenden, feingranulären, 
bräunlichen Reaktionsprodukten, die in der Negativkontrolle nicht nachweisbar waren. Als Präparat 
diente ein histologischer Schnitt einer porzinen Milz. 
 
3.3.3.8 Nachweis von Nukleinsäuren in Gewebeschnitten 
Zum Nachweis von Nukleinsäuren in Gewebeschnitten diente die in-situ-Hybridisierung. Dabei 
hybridisiert eine aus einer Nukleinsäure bestehende in vitro markierte Sonde mit der nachzuweisenden 
komplementären Nukleinsäure in den Zellkernen des Gewebeschnittes. Mit speziesspezifischen 
Sonden (human, murin oder porzin) wurden die Zellen in ausgesuchten Schnitten von behandelten 
Knorpeldefekten bzw. in vivo-Konstrukten nach zwei bzw. vier Wochen auf ihre Herkunft untersucht. 
In situ Hybridisierung 
Ausgewählte Schnitte wurden in 50 ng/ml Proteinase K (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) für 15 
min bei 37°C verdaut und dann für 3 min in 1x PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte eine 10 
minütige Inkubation bei RT in 0,1 M Triethanolamin-Hydrochlorid/0,25% Essigsäure (pH 8) und ein 
erneuter Waschschritt in 1x PBS  für 3 min. Die Prähybridisierung erfolgte für eine 1h bei 42°C in 
Hybridisierungspuffer (4x saline-
deionisiertes Formamid, 100µg/ml Lachssperma, Aqua dest.). Danach erfolgte die Hybridisierung der 
Schnitte mit der Digoxigenin-markierten Sonde (0,2 ng/µl in Hybridisierungspuffer). Die Objektträger 
wurden für 3 min bei 95°C inkubiert, und anschließend bei 42°C über Nacht in einer feuchten 
Kammer inkubiert. Nach intensivem Waschen (2x 5 min in 2x SSC bei Raumtemperatur; 2x 10 min in 
0,1x SSC bei 42°C) wurden die Gewebeschnitte mit dem Anti-Digoxigenin Alkalische Phosphatase 
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konjugierten Antikörper für 1 h bei RT inkubiert. Nach Äquilibrierung der Proben in DIG-1 Puffer 
(100 mM Maleinsäure, 150 mM Natriumchlorid, pH 7,5) erfolgte die Färbung durch NBT/BCIP-
Lösung (nitro-blue-tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) für 15 min bei RT. 
Zur Kontrolle der Funktionstüchtigkeit des Nachweisverfahrens wurde ein histologischer Schnitt eines 
Zellpellets in-situ-hybridisiert, dessen Zentrum aus humanen Chondrozyten bestand, der von einem 
Ring aus murinen bzw. porzinen Chondrozyten umgeben war. Als Positiv wurde der Nachweis von in 
der Schnittebene liegenden schwarzen Reaktionsprodukten gewertet, die in der Negativkontrolle (hier 
die murinen Zellen) nicht nachweisbar waren. 
 
3.3.3.9 Qualitative histologische Analyse der Gewebeschnitte 
Zur Analyse der Regenerat-Qualität wurde jeweils ein Safranin O-gefärbter Schnitt pro Defekt durch 
drei verblindete, unabhängige Gutachter bewertet. Die Bewertung erfolgt nach den Kriterien des 
Scores sind Tabelle 9.3 (S. 115) des Anhangs zu entnehmen. 
Dabei wurde die Natur des dominierenden Gewebes mittels der Kriterien Zellularmorphologie und 
SafraninO-Färbung der Matrix beurteilt. Die strukturellen Charkateristika der Defekte wurden anhand 
ihrer Oberflächenregularität, ihrer strukturellen Integrität, der Dicke ihrer Defektfüllung im Vergleich 
zum normalen Knorpel sowie der Bindung der Defektfüllung zum angrenzenden Knorpel bewertet. 
Auch die Verbindung der Defektfüllung zum subchondralen Knochen floss in die Bewertung der 
Defekte ein. Die maximal zu erreichende Punktzahl betrug 18 Punkte. Die Höchstpunktzahl entspricht 
einem hyalinartigen Knorpelregenerat. Je niedriger die erreichte Punktzahl, desto weniger ähnelte das 
Regenerat in Morphologie und Struktur hyalinem Knorpel.  
 
3.3.3.10 Auswertung der Kollagen II-markierten Gewebeschnitte 
Die Bewertung der Kollagen II-markierten Gewebeschnitte wurde semiquantitativ mittels 4-Punkte-
System durchgeführt. Mit Null Punkten wurden Schnitte bewertet, die keine positive Kollagen II-
Färbung aufwiesen. Einen Punkt erhielten solche, die bis zu 25% der Fläche des gesamten 
Defektareals, zwei Punkte, die zu 26-50% und drei Punkte, deren Fläche zu 51-75% positiv markiert 
waren. Die Höchstpunktzahl von vier Punkten steht für einen Gewebeschnitt, der zu 76-100% der 
Defektfläche Kollagen II-positiv markiert war.  
 
3.3.3.11 Auswertung der Gewebeschnitte via Histomorphometrie (quantitative Analyse) 
Um das Maß der Defektfüllung semiquantitativ zu untersuchen, wurde mit Hilfe des Programms 
Image J eine histomorphometrische Analyse durchgeführt. Dazu wurde die Gesamtfläche des 
präparierten Defekts sowie die Fläche der Defektfüllung gemessen und im Anschluss die prozentuale 
Defektfüllung errechnet.  
Beim immunhistochemischen Makrophagen-Nachweis und der in-situ-Hybridisierung porziner bzw. 
humaner Zellen wurde durch die histomorphometrische Analyse die Anzahl der jeweiligen Zellen im 
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Defekt bestimmt. Dazu wurde mit Hilfe des Programms Image J zunächst die Anzahl von Pixeln 
bestimmt, die der durchschnittlichen Größe eines markierten Zellkerns bzw. einer markierten Zelle 
entsprechen. Dann wurde in den histologischen Aufnahmen jedes Defekts die Defektfläche 
ausgeschnitten und in eine Schwarz-Weiß-Aufnahme transformiert. Diese Schwarz-Weiß-Aufnahme 
wurde nachfolgend in ein schematisches Bild umgewandelt, in dem nun der Threshold (die Sensitivität 
des Programms) so angepasst wurde, dass die schwarz markierten Bereiche möglichst exakt den 
Bereichen der markierten Zelkerne in der histolgischen Aufnahme entsprechen. Aufgrund der 
besserern Vergleichbarkeit wurde bei allen Schnitten derselbe Threshold verwendet. Im Anschluss 
wurde die Gesamtanzahl der Pixel der schwarz markierten Bereiche berechnet und durch die 
durchschnittliche Anzahl der Pixel eines Zellkerns dividiert. Als Ergebnis erhielt man somit die 
Anzahl der durch das immunhistochemische Nachweisverfahren markierten Zellen. 
 
3.3.3.12 Auswertung der Konstrukte aus der SCID-Maus 
Die Auswertung der subkutan in die SCID-Maus implantierten Konstrukte erfolgte histologisch. 
Sowohl die Safranin O- als auch die Kollagen II- und die in-situ-gefärbten Schnitte wurden gemäß der 
relativ gefärbten Fläche mit +++ (sehr gut), ++ (gut), + (wenig), (+) sehr wenig und  (keine Färbung) 
bewertet. 
 
3.3.4 Molekularbiologische Methoden 
3.3.4.1 Herstellung der Sonden für die in-situ-Hybridisierung 
3.3.4.1.1 Human-spezifische AluYb8-Sonde 
Der Nachweis humaner Zellen in den explantierten Proben erfolgte durch Untersuchung ausgewählter 
Gewebeschnitte mit Digoxigenin (DIG)-markierten Sonden auf human-spezifische repetitive 
ALUYb8-Sequenzen (KASTEN et al. 2005). Die DIG-markierte Sonde wurde mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) hergestellt. Das PCR-Reaktionsgemisch wurde gemäß Tabelle 3.4 (S. 48) 
angesetzt. Nach 3-minütiger Inkubation bei 94°C erfolgte die Synthese in 40 Reaktionszyklen: 15 s bei 
94°C und 1 min bei 61°C. Die Aufreinigung des PCR-Produkts erfolgte mit Hilfe eines QIAquick 
des Digoxigenin- Einbaus kontrolliert.  
 
3.3.4.1.2 Maus-spezifische SINE/B1- und SINE/B2-Sonde 
Zum Nachweis muriner Zellen wurden ausgesuchte Schnitte auf Maus-spezifische repetitive 
Sequenzen, sogenannte short interspersed nucleotide elements (SINE/B1; SINE/B2) (STECK et al. 
2010) untersucht. Der Ansatz zur Herstellung der DIG-markierten Sonde wurde, wie in Tabelle 3.4 
gezeigt, pipettiert. Nach einer Inkubation von 3 min bei 94°C erfolgte die Reaktion in 40 Zyklen: 20 s 
bei 94°C, 20 s bei 60°C und 40 s bei 72°C. Im Anschluss wurde die Sonde mittels QIAquick PCR 
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Purification Kit gemäß Herstellerangaben aufgereinigt, in 50 µl gelöst und die Menge des 
Digoxigenin-Einbaus kontrolliert. 
 
3.3.4.1.3 Schweine-spezifische pSINE- und pPAN01-Sonde 
Um porzine Zellen in den Gewebeschnitten der Knorpeldefekte nachzuweisen, wurden diese mit Hilfe 
einer Sonde gegen repetitive pSINE116/pPAN01-Sequenzen des Schweinegenoms untersucht. Zur 
Herstellung dieser Sonde wurde in diesem speziellen Fall kein Primer-Paar verwendet sondern Einzel-
Primer. Da beide Primer häufig und repetitiv im Schweinegenom vorkommen und keine gerichtete 
Orientierung dieser Primer zueinander vorliegt, konnten sowohl die entsprechenden SINE/LINE-
Repeats als auch die dazwischen liegenden genomischen Bereiche amplifiziert werden. Zur 
Herstellung der Sonde wurde ein PCR-Reaktionsgemisch gemäß Tabelle 3.4 pipettiert. Nach einer 
Inkubation von 3 min bei 94°C erfolgte die Reaktion in 40 Zyklen: 20 s bei 94°C, 20 s bei 60°C und 
40 s bei 72°C. Im Anschluss wurde die Sonde mittels QIAquick PCR Purification Kit gemäß 
Herstellerangaben aufgereinigt, in 50 µl gelöst und die Menge des Digoxigenin-Einbaus kontrolliert. 
 
      Tabelle 3.4 Pipettierschema zur Herstellung der Sonden zur in-situ-Hybridisierung 
A L U Yb8-Sonde                       
(human) 
SIN E B1-/ SIN E B2-Sonde 
(murin) 
pSIN E-/ pPA N01-Sonde 
(porzin) 
1x PCR-Puffer 
1,5 mM MgCl  
0,1 mM dATP 
0,1 mM dCTP 
0,1 mM dGTP 
0,065 mM dTTP 0,087 mM dTTP 
0,035 mM DIG-11-dUTP 0,0125 mM DIG-11-dUTP 
2 µl cDNA aus  
HeLa-Zellen 
50 ng genom. Maus-DNA 
600 ng genom.  
Schweine-DNA 
10 pmol ALUYb8-F je 10 pmol SINE B1-F/-R je 10 pmol pSINE-F/-R 
10 pmol ALUYb8-R je 10 pmol SINE B2-F/-R je 10 pmol pPAN01-F/-R 
5 Units Platinum Taq DNA-Polymerase 
ad 50 µl Aqua dest. 
 
3.3.4.2 Genexpressionsanalyse 
Zur Analyse der Genexpression wurden die Defekte zunächst mit RNAse-freien scharfen Löffeln 
ausgekratzt. Dabei wurde darauf geachtet, dass keine knöchernen Elemente aus dem Defektuntergrund 
entnommen wurden. Die Defektfüllungen wurden unmittelbar nach ihrer Entnahme in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Vor der weiteren 
Verarbeitung wurden die Proben mittels Dismembrator zerkleinert. Die mRNA-Isolierung der 2-
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Wochen-Defekte erfolgte ohne vorherige Isolation der total-RNA mittels mRNA direct Kit. Die 
anschließende cDNA-Synthese wurde gemäß 3.3.4.2.3 durchgeführt.  
Die zur Überprüfung der Spezifität der Primer IL-1ß und T porzinen PBMC (siehe 
3.3.1.6) wurden nach der Zellernte mit PBS gewaschen, zentrifugiert und als Pellet ebenfalls in 
flüssigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Isolation der total-RNA (siehe 3.3.4.2.1) und 
anschließender cDNA-Synthese (siehe 3.3.4.2.3) wurden die Pellets ebenfalls bei -80°C gelagert. 
 
3.3.4.2.1 total-RNA-Extraktion 
Die Extraktion der total-RNA erfolgte mittels Peq-Gold-TriFast nach Herstellerangaben. Nach Zugabe 
von Chloroform wird durch Zentrifugation eine Auftrennung des Homogenats in drei Phasen erreicht, 
wobei die wässrige Phase die RNA enthält. Im Anschluss wurden durch Isopropanolfällung und 
mehrere Waschschritte mit Ethanol die restlichen Chloroformreste entfernt. Das erhaltene Pellet wurde 
luftgetrocknet und in 10 mM Tris resuspendiert. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde die total RNA 
bei -80°C gelagert. 
 
3.3.4.2.2 mRNA-Extraktion mittels mRNA direct Kit 
Das in Anwesenheit von flüssigem Stickstoff mittels Dismembrator zerkleinerte Probenmaterial wurde 
mit Hilfe des mRNA direct Kits gemäß der Herstellerangaben weiterbehandelt. Es wurde in Lysis-
Binding-Puffer verdaut, der RNA-enthaltende Überstand zu den magnetischen Beads gegeben und 
inkubiert. Dieser Schritt dient der Bildung von Wasserstoffbrücken zwischen dem an der mRNA 
befindlichen poly-A-Schwanz und der an den Beads gebundenen, komplementären poly-T-Sequenz. 
Es folgten Waschschritte in Puffer A und Puffer B, um alle anderen im Überstand befindlichen 
Nukleotide zu entfernen. Schließlich wurde die gebundene mRNA von den Beads mit 10 mM 
TrisHCL bei 80°C eluiert und anschließend der mRNA-enthaltende Überstand abgenommen. Die 
Konzentration der mRNA wurde mittels Nano Drop bei 260 nm gemessen. Die Lagerung der mRNA 
erfolgte bei -80°C. Die Quantifizierung der mRNA erfolgte nach Transkription der cDNA mittels 
qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction).  
 
3.3.4.2.3 cDNA-Synthese 
Zu 20 ng der gewonnenen mRNA wurde zunächst 9 µl RNAse freies Wasser sowie 1 µl Oligo-dT 
gegeben um dann für 10 min bei 73°C inkubiert zu werden. Zu diesem Mix wurde folgender RT 
(Reverse Transkriptase)-Ansatz pipettiert:  
2 µl RT-Puffer 
1 µl RNAse out+ 
 
1 µl Omniscript-RT. 
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Dieser Ansatz wurde für eine Stunde bei 37°C im Heizblock inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, 
folgten fünf Minuten bei 95°C. 
Die gewonnene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.  
 
3.3.4.3 Quantitative Polymerase Kettenreaktion (qPCR) 
Zur quantitativen Bestimmung der Genexpression wurde eine qPCR mittels SYBR Green 
durchgeführt. Der qPCR-Ansatz wurde wie folgt pipettiert: 
12,5 µl SYBR Green 
10,0 µl H2O 
  1,0 µl Primer 
  1,5 µl cDNA. 
-Methode zum jeweiligen Referenzgen (Tab. 3.5) 




Tabelle 3.5 Referenzgene und jeweils eingesetzte Primer 










3.3.4.4 Extraktion genomischer DNA 
Die Defekte wurden vorsichtig, ohne Mitnahme von Knochenmaterial ausgekratzt. Die Proben wurden 
dann einzeln mittels Dismembrator zerkleinert und Ü/N in 55 ml Gewebe-Lyse-Puffer bei 55°C unter 
kontinuierlicher Rotation (900 rpm) verdaut. Am Folgetag wurde dem Verdau  500 µl Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol hinzugegeben und nach gründlichem Vortexen für 20 min bei RT 
inkubiert. Nach Zentrifugation (10 min, 13.000 rpm) wurde der wässrige Überstand entnommen und 
die DNA unter Zugabe von 900 µl 100 %igem, eiskalten Ethanol und 100 µl 5 M NaCl über 30 - 40 
min bei RT gefällt. 
Das Probengemisch wurde nachfolgend zentrifugiert (20 min, 13.000 rpm) und der Überstand 
verworfen. Das entstandene Pellet wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, abzentrifugiert (15 min, 
13.000 rpm) und der entstandene Überstand komplett verworfen. Das DNA-Pellet wurde nach dem 
Trocknen für 30 min mit 50 µl TE-Puffer bei 56 °C gelöst. Schließlich wurde die DNA-Konzentration 
der Proben gemessen und so verdünnt, dass eine Konzentration von 5 ng/µl erreicht wurde.  
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3.3.4.5 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Zum Nachweis humaner Gensequenzen (ALU) wurde eine PCR durchgeführt. Hierzu wurde folgender 
Ansatz eingesetzt:   
38,2 µl H2O 
  5,0 µl 10xPCR-Puffer 
   
  1,5 µl MgCl2 
  2,0 µl Primer 
  0,3 µl Taq-Polymerase 
  1,0 µl genomische DNA. 
Die Reaktionszyklen waren wie folgt: 
94°C    4 min 
94°C  20 s 
60°C  20 s 
72°C  40 s           40 Zyklen 
72°C    5 min 
Die PCR-Produkte wurden anschließend elektrophoretisch in einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt. 
 
3.3.5 Statistische Auswertungen 
Die statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe des Programms SPSS für Windows 15.0 (SPSS Inc., 
Chicago, USA) analysiert. Für die Vorstudie wurde die Statistik mittels T-Test (n=9), für die 
histologischen Auswertungen in der Hauptstudie mittels Kruskall-Wallis-Test (n=6) und für die 
Auswertung der Genexpressionsdaten mittels Wilcoxon-Test (n=6) gerechnet. Als signifikant wurde 
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4 E R G E BNISSE       
4.1 Redifferenzierungsfähigkeit der implantier ten humanen Chondrozyten 
Um zu untersuchen, ob die ins Minipig implantierten humanen Chondrozyten in der Lage sind, im 
Tiermodell zu überleben und Kollagen II- bzw. glykosaminoglykanhaltige Knorpelmatrix zu 
produzieren, wurden humane Chondrozyten in Konstrukten aus Fibrin bzw. NOVOCART® Inject in 
subkutane Taschen von SCID-Mäusen implantiert (Tab. 4.1). Die implantierten Chondrozyten 
stammten aus derselben humanen Chondrozyten-Kultur wie die, die zur Implantation in sechs der 
zwölf Minipigs verwendet wurden (Zellpool 1). Nach vierwöchiger Standzeit wurden von 24 
implantierten Konstrukten 10 Stück resorbiert und 14 konnten wiedergefunden werden. Von den 
ursprünglich implantierten zwölf NOVOCART® Inject +Z-Konstrukten konnten fünf, von den sechs 
implantierten Fibrin +Z-Konstrukten konnten nur vier Proben wiedergefunden werden. Von sechs 
implantierten NOVOCART® Inject ØZ-Konstrukten wurden fünf gefunden. Schnitte dieser Konstrukte 
wurden mittels immunhistologischer Nachweisverfahren auf das Vorkommen von Proteoglykanen und 
Kollagen II hin untersucht. Desweiteren wurde eine in situ-Hybridisierung zur Identifizierung der 
humanen und murinen Zellen durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.1 zusammengestellt.  
 
Tabelle 4.1 Überblick über Anzahl und Färbeverhalten der wiedergefundenen Konstrukte der 
zellhaltigen bzw. zellfreien NOVOCART® Inject,-Gruppe (Novo +Z/ ØZ ) und der zellhaltigen 
Fibrin-Gruppe (F ibrin +Z). Bewertung der Färbung: - keine; (+) sehr wenig; + wenig; ++ gut; +++ 
sehr gut. 
A rt des 
Konstrukts 
wiedergefunden SafO Koll 2 
in-situ-Hybridisierung 
murine Z .      humane Z . 
Novo +Z 5 von 12 Stk. 
- (+) ++ ++ 
- - ++ (+) 
(+) + ++ ++ 
+ ++ + ++ 
++ ++ + +++ 
Novo ØZ 5 von 6 Stk. 
- - ++ - 
- - ++ - 
- - ++ - 
- - ++ - 
- - ++ - 
Fibrin +Z 4 von 6 Stk. 
- + ++ ++ 
- - + +++ 
- ++ ++ +++ 
- (+) +++ +++ 
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Von den wiedergefunden Konstrukten, waren zwei von vier zellhaltigen Fibrin-Clots und drei von fünf 
zellhaltigen NOVOCART® Inject-Konstrukten SafraninO-positiv (Abb. 4.2). Bezüglich des Kollagen 
II-Nachweises (Abb. 4.2) zeigten sich vier von fünf der NOVOCART® Inject +Z-Konstrukte sowie 
drei von vier der wiedergefundenen Fibrin +Z-Konstrukte positiv. Passend zur eher geringen 
Sensitivität der SafO-Färbung zeigten nicht alle Konstrukte, deren Kollagen II-Nachweis positiv 
ausfiel auch eine entsprechend positive SafraninO-Färbung. Dies betraf ein Konstrukt der zellhaltigen 
NOVOCART® Inject- und drei der zellhaltigen Fibrin-Gruppe (Abb. 4.1). Die Konstrukte der 
zellfreien Kontroll-Gruppe NOVOCART® Inject ØZ waren sowohl für die SafraninO- als auch die 
Kollagen II-Nachweise negativ.  
 
 
Abbildung 4.1 Gegenüberstellung der SafraninO-Färbung (A) und des Kollagen II-Nachweises (B) 
eines Konstrukts der zellhaltigen NOVOCART® Inject-Gruppe. Die positive Kollagen II-Markierung 
ist deutlich zusehen, die SafraninO-Färbung zeigt hingegen nur eine vergleichsweise sehr schwache 
Färbung (Pfeile). Die Raute markiert das Konstrukt, der Stern den Faden, der dem Konstrukt anhaftet.  
 
In allen wiedergefundenen zellhaltigen Konstrukten konnten nach ektoper Implantation mittels in-situ-
Hybridisierung humane Zellen nachgewiesen werden (Abb. 4.2, S. 54). Dabei beschränkte sich die 
Detektion humaner Zellen nicht nur auf Kollagen II- bzw. SafraninO-positive Bereiche. In Bereichen 
einer positiven Kollagen II- bzw. SafraninO-Markierung konnten hingegen immer humane Zellen 
detektiert werden.  
Eingewanderte murine Zellen konnten in allen Schnitten detektiert werden und waren vor allem in 
peripheren Bereichen der Konstrukte zu finden (Abb. 4.2, S. 54). Zentrale Konstruktbereiche waren 
hingegen meist frei von eingewanderten Wirtszellen. 
Anhand der erhaltenen Ergebnisse ist festzuhalten, dass ein Teil der Konstrukte beider Biomaterialien 
innerhalb von vier Wochen resorbiert wurden, NOVOCART® Inject-Konstrukte jedoch 
verhältnismäßig häufiger. Die Kollagen II- und SafraninO-Färbungen legen nahe, dass die 
transplantierten humanen Chondrozyten in der Lage waren, vergleichsweise chondrogen zu 
redifferenzieren und Glykosaminoglykane und Kollagen II zu produzieren. 
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Abbildung 4.2 SafraninO-Färbung und Kollagen II-Nachweis, sowie in situ-Hybridisierung (humane 
und murine Sonde) jeweils eines repräsentativen Konstrukts pro Gruppe nach 4 Wochen in vivo in der 
SCID-Maus. Die Konstrukte wurden in Paraffin eingebettet, histologische Schnitte von 5 µm 
angefertigt und gegen Safranin O bzw.  Kollagen II gefärbt. Die Schnitte für die in-situ-Hybridisierung 
wurden mittels DNA-Sonde, die gegen human- bzw. murinspezifische genomische ALU- bzw. SINE-
Repeats gerichtet ist, markiert. Es wurden Konstrukte der zellhaltigen Fibringruppe, der zellhaltigen 
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sowie der zellfreien NOVOCART® Inject-Gruppe untersucht. Die Auswertung der SafO- und 
Kollagen Typ II-markierten Konstrukte fiel heterogen aus. Eingewanderte murine Zellen waren in 
allen wiedergefundenen Konstrukten nachweisbar. In zellhaltigen Konstrukten konnten humane Zellen 
detektiert werden. Stern: (*) Faden zum Wiederfinden der Konstrukte, Raute: Konstrukt, Kreuz: 
murines subkutanes Bindegeweben, diagonale Pfeile: positive SafO- bzw. Kollagen Typ II-
Markierung, horizontale Pfeile: in situ-hybridisierte murine bzw. humane Zellen. 
  
4.2 F ixierung des N O V O C A R T® In ject im Defekt (Vorstudie) 
NOVOCART Inject verbleibt ohne Membran-F ixierung im Defekt 
Um den Verbleib des Biomaterials NOVOCART® Inject im Defekt bewerten zu können, wurde  eine 
quantitative Evaluation (histomorphometrische Analyse) der Defektfüllung bei Membran-gedeckten 
und ungedeckten zellhaltigen Defekten zum vier Wochen-Zeitpunkt durchgeführt. Die Probenanzahl 
von n = 9 pro Gruppe wurde durch Schneiden von jeweils drei Proben in je drei Ebenen erreicht.  
Die auf die Membranabdeckung entfallende Fläche ist bei der Messung der Defektfüllung mit 
einbezogen worden. Wie in Abbildung 4.3 zu erkennen ist, wiesen die nicht gedeckelten zellhaltigen 
NOVOCART® Inject behandelten Defekte (MW: 71,37; Stabw.: 8,18) eine signifikant bessere 
Defektfüllung auf als die mittels Kollagen-I/III-Membran abgedeckten Defekte (MW: 54,39;     
Stabw.: 14,74) (p = 0,01).  
 
 
Abbildung 4.3 Histomorphometrische Quantifizierung der Defektfüllung der Gruppen 
NOVOCART® Inject mit bzw. ohne Membran nach einer Standzeit von 4 Wochen. Ausgewertet 
wurden pro Gruppe je 3 Ebenen von je 3 Defekten (n = 9). Die Daten werden als Box-Whisker-Plot 
dargestellt. Die Boxen repräsentieren den Bereich, in dem die mittleren 50% der Daten liegen. Der 
Median wird durch eine horizontale Linie dargestellt, die Whisker (Antennen) bilden minimale und 
maximale Werte ab. Ausreißer werden durch einen Punkt, eine Signifikanz durch einen Stern (*) 
markiert. 
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Die Ergebnisse zeigten folglich, dass die Fixierung von NOVOCART® Inject mittels einer 
Kollagenmembran keine Vorteile in Bezug auf den Verbleib des Implantats im Defekt bietet. Die 
Defekte ohne Abdeckung blieben über vier Wochen signifikant besser gefüllt. Somit wurde in der 
Hauptstudie auf die Membranfixierung der NOVOCART® Inject-Gruppen verzichtet. 
 
4.3 Biokompatibilität und Entzündungspotential 
Beim Ausbau der Proben am Tag der Euthanasie zeigten sich alle Kniegelenke frei von makroskopisch 
sichtbaren Entzündungssymptomen. Die Synovia wies bei allen Gelenken ein physiologisches Bild 
auf.  
Um die Biokompatibilität der Trägermaterialien zu bewerten, wurden die Proben auf die mRNA-
Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-1ß und TNF-
wurden bereits nach einer Standzeit von zwei Wochen vorgenommen, da davon auszugehen ist, dass 
nach einer vierwöchigen Standzeit bereits der Großteil der inflammatorischen Prozesse im Defekt 
abgelaufen sind.  
 
Nachweis der Spezifität der Primer IL-1ß und TNF-  
Um die Spezifität selbst ausgewählter Primerpaare zu untersuchen, wurden diese zunächst auf cDNA 
von mittels CpG (KAMSTRUP et al. 2001) und Concanavalin A (DOZOIS et al. 1997) stimulierten 
und unstimulierten porzine PBMC (periphere Blutmonozyten) getestet. In Abbildung 4.4 ist zu sehen, 
dass die Primerpaare, wie erwartet, eine cDNA-Fragmentlänge von 61 bp (IL-1ß) bzw. 62 bp (TNF-
amplifizieren. Wie Abbildung 4.5 (S. 57) zeigt, wiesen die stimulierten Zellen für die Zytokine IL-1ß 
und TNF- , wie erwartet, eine höhere mRNA-Expression auf als die unstimulierten Zellen. Zum 
besseren Vergleich der Daten wurden die cT-Werte der als Kontrolle dienenden Probe mit 
unstimulierten porzine PBMC auf den Wert 1 gesetzt. Insgesamt konnte durch diesen Versuch die 
Spezifität der Primer belegt werden. 
 
 
Abbildung 4.4 Nachweis der Fragmentlängen von IL-1ß und TNF-  einer cDNA-Probe aus 
porzinen PBMC und Wasser. Die Ergebnisse wurden in einem 2,5% Agarosegel ausgewertet. Spur 1: 
porzine PBMC, Spur 2: Wasser. 
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Abbildung 4.5 Relative mRNA-Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-1ß und TNF-
unstimulierten, Con. A- bzw. CpG-stimulierten porzinen peripheren Blutmonozyten (PBMC). Die 
unstimulierten PBMC dienten hier als Kontrolle, wobei der Wert dieser Gruppe zum besseren 
Vergleich auf 1 gesetzt wurde. 
 
Expression der Zytokine IL-1ß und TNF- ignifikanten Unterschied zwischen 
den untersuchten Gruppen zum zwei Wochen-Zeitpunkt 
Bei der Untersuchung zum Vergleich der Biokompatibilität von Fibrin und NOVOCART® Inject, 
zeigte die Quantifizierung der proinflammtorischen Zytokine IL-1ß und TNF- (Abb. 4.6) der Defekte 
eine stärkere Streuung der Expression von IL-1ß durch die Implantation des zellhaltigen 
NOVOCART® Inject. Die statistische Auswertung mittels Wilcoxon-Test ergab jedoch keinen 
signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen (p = 0,173). Die Expressionsanalyse des Zytokins 
TNF- e ebenfalls keinen Unterschied beider Gruppen.  
 
 
Abbildung 4.6 Quantitative Genexpressionsanalyse von zellhaltigem Fibrin- (Fibrin +Z)  und  
NOVOCART® Inject Gel (NOVOCART® Inject +Z)-behandelten Defekten mittels qPCR (n=6 pro 
Gruppe). Expressionslevel des proinflammatorischen Zytokine IL-1ß (p = 0,173) und TNF-
zwei Wochen-Zeitpunkt. Legende für Box-Whisker-Plot siehe Abbildung 4.3 (S.55). 
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CD45- und S100A9-Expression zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
Gruppen 
Um die Einwanderung von Leukozyten und Makrophagen zum Zeitpunkt von zwei Wochen näher 
beurteilen zu können, wurde die Expression des Pan-Leukozytenmarkers CD45 und von S100A9 als 
Makrophagenmarker mittels qPCR analysiert. 
Auch hier ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der CD45-mRNA-Expression zwischen 
den Gruppen F ibrin +Z und NOVOCART® Inject +Z (Abb. 4.7). Die S100A9-Expression zeigt eine 
leichte Tendenz zur höheren Expression in der Fibrin-Gruppe (Abb. 4.7). Beide Gruppen weisen 
jeweils einen Ausreißer bei 76% RPL-13 auf, wobei beide Ausreißer aus Defekten desselben Tieres 
stammten. Dies deutet an, dass nach zwei Wochen Leukozyten und Makrophagen in vergleichbarer 
Menge in beide Biomaterialien einwanderten. 
Zusammenfassend legt die Expression aller vier untersuchten Markermoleküle eine vergleichbare 
Biokompatibilität von F ibrin +Z und NOVOCART® Inject +Z zum zwei Wochen-Zeitpunkt nahe.  
 
 
Abbildung 4.7 Quantitative Genexpressionsanalyse von zellhaltigem Fibrin- (Fibrin +Z)  und 
NOVOCART® Inject Gel (NOVOCART® Inject +Z)-behandelten Defekten mittels qPCR (n=6). 
Expressionsspiegel des Pan-Leukozyten-Markers CD45 zum zwei Wochen-Zeitpunkt. Legende für 
Box-Whisker-Plot siehe Abbildung 4.3 (S. 55). 
 
Analyse von Makrophagen im Defektbereich 
Neben den Genexpressionsdaten wurde als Kriterium zur Überprüfung der Biokompatibilität die 
Anlockung von Makrophagen in den Defektbereich herangezogen.  
Die histologische Auswertung der zwei mit zellhaltigem Fibrin-Hydrogel behandelten Defekte zum 
zwei Wochen-Zeitpunkt, zeigte defektabhängige Unterschiede in der Verteilung der Makrophagen. 
Während ein Defekt eine höhere Anzahl relativ gleichmäßig verteilter Makrophagen aufwies (Abb. 4.8 
A, S. 59), zeigte der andere Defekt eine deutlich geringere Einwanderung von Makrophagen, die sich 
vorwiegend in Nachbarschaft zur subchondralen Knochenlamelle befanden (Abb. 4.8 B).  
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Die Makrophagen-Verteilung war insgesamt als heterogen zu beschreiben. Die Defekte wiesen sowohl 
Makrophagen-freie Zonen auf, als auch solche mit Makrophagenclustern. Zellansammlungen waren 
vorzugsweise in Assoziation zu abgeschwemmten Knorpelstücken oder am Übergang zu 
angrenzendem nativem Knorpel zu finden.  
Eine räumliche Assoziation von Makrophagen und der durch das Vernähen der Membran 
entstandenen Löcher war nicht eindeutig festzustellen. 
 
 
Abbildung 4.8 Immunhistochemischer Antigennachweis mittels Makrophagen-Antikörper MAC 387. 
Es sind beide Defekte der Fibrin-Gruppe (A, B) nach einer Standzeit von zwei Wochen im Minipig 
dargestellt. Zum zwei Wochen-Zeitpunkt wurden histologisch nur zellhaltige (+Z) Fibrin-behandelte 
Defekte untersucht. Die Makrophagen-Verteilung im Defekt stellt sich heterogen dar. Es sind sowohl 
Makrophagen-freie Zonen als auch Regionen mit Clusterbildung zu finden. Rotes Kästchen: 
Lokalisation der Vergrößerung, Stern: angrenzender intakter Knorpel, Raute: Defektfüllung, Pfeile: 
positiv-markierte Makrophagen, Pfeilspitzen: distale Defektgrenze/ subchondraler Übergang. 
 
Bei den zwei mit zellhaltigem NOVOCART® Inject- behandelten Defekten, die für eine Histologie 
zur Verfügung standen, zeigte sich ebenfalls ein heterogenes Bild bezüglich der Makrophagen-
Verteilung im Defekt. Während sich Makrophagen in dem einen Defekt vorwiegend am 
subchondralen Übergang und kaum im Hydrogel selbst befanden (Abb. 4.9 A, S. 60), lagen sie im 
anderen Defekt in deutlich höherer Anzahl und zumeist in Clustern im Hydrogel (Abb. 4.9 B). Es fiel 
auf, dass der Defekt, der im Vergleich die geringste Anzahl an Makrophagen aufwies, noch eine fast 
intakte subchondrale Knochenplatte besaß. Eine Korrelation zwischen der Anzahl der Makrophagen 
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und dem Abbau der Knorpel-Knochen-Grenze war zum Untersuchungszeitpunkt jedoch nicht 
erkennbar. Ein Kontaktverlust zwischen Implantat und Knochen war in beiden NOVOCART® Inject-
behandelten Defekten nicht zu erkennen. 
 
 
Abbildung 4.9 Immunhistochemischer Antigennachweis mittels Makrophagen-Antikörper MAC 387. 
Es sind beide Defekte der NOVOCART® Inject-Gruppe (A, B) nach einer Standzeit von zwei 
Wochen im Minipig dargestellt. Zum zwei Wochen-Zeitpunkt wurden histologisch nur zellhaltige 
(+Z) NOVOCART® Inject -behandelte Defekte untersucht. Beide Defekte zeigen ein heterogenes 
Bild hinsichtlich der Makrophagen-Verteilung im Defekt. In Defekt A liegen die Makrophagen vor 
allem am subchondralen Übergang, in Defekt B hingegen vorzugsweise in Zellclustern im Hydrogel. 
Rotes Kästchen: Lokalisation der Herausvergrößerung, Stern: angrenzender intakter Knorpel, Raute: 
Defektfüllung, Pfeile: positiv-markierte Makrophagen, Pfeilspitzen: distale Defektgrenze/ 
subchondraler Übergang. 
 
Zum vier Wochen-Zeitpunkt waren Makrophagen histologisch praktisch nicht mehr nachweisbar 
(Abb. 4.10, S 61). Nur sehr vereinzelt konnten, unabhängig vom verwendeten Biomaterial, noch 
positive Zellen nachgewiesen werden.  
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Abbildung 4.10 Immunhistochemischer Antigennachweis mittels Makrophagen-Antikörper MAC 
387. Es ist pro Gruppe jeweils ein repräsentatives Bild und dessen Vergrößerung nach vier Wochen in 
vivo im Minipig dargestellt. Zum vier Wochen-Zeitpunkt wurden neben den zellhaltigen (+Z) auch 
zellfreie (ØZ) Fibrin- bzw. NOVOCART® Inject-behandelte Defekte untersucht. Makrophagen waren 
zu diesem Zeitpunkt nur sehr vereinzelt nachweisbar. Rotes Kästchen: Lokalisation der Vergrößerung, 
Stern: angrenzender intakter Knorpel, Raute: Defektfüllung, Pfeile: positiv-markierte Makrophagen, 
Pfeilspitzen: distale Defektgrenze/ subchondraler Übergang. 
 
Ein histomorphometrischer Vergleich der zellhaltigen Defekte jeweils mit ihren zellfreien Kontrollen 
zeigte eine tendenziell stärkere Einwanderung von Makrophagen in die mit Zellen gefüllten Defekte. 
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Wie Tabelle 4.2 zu entnehmen ist, lagen die Mediane der Fibrin-behandelten Defekte bei 2,71 
Zellen/mm2 (zellfrei) und 8,3 Zellen/mm2 (zellhaltig). Einer der zellfrei-behandelten Fibrin-Defekte 
stellte mit 177,11 Zellen/mm2 einen Ausreißer dar. Da dieser Defekt eine zystische Veränderung 
aufwies, ist davon auszugehen, dass dies ursächlich für die hohe Makrophagenzahl war (Abb. 4.11). 
Die Mediane der NOVOCART® Inject-behandelten Defekte lagen bei 1,48 Zellen/mm2 (zellfrei) und 
13,39 Zellen/mm2 (zellhaltig), wobei auch hier ein Ausreißer (180,96 Zellen/mm2) in der zellfrei-
behandelten Gruppe vorlag. Die gezählten Makrophagen befanden sich auch in diesem Fall im Bereich 
einer zystischen Veränderung.  
 
 
Abbildung 4.11 Immunhistochemischer Makrophagen-Nachweis (MAC 387-Antikörper) eines mit 
zellfreiem Fibringel behandelten Defekts nach vier Wochen in vivo. Der Defekt weist eine 
Zystenbildung sowie eine vermutlich dadurch verursachte erhöhte Makrohagenzahl (177 




Tabelle 4.2 Quantitative Analyse der Makrophagen-Einwanderung in zellfreie (ØZ) und zellhaltige 
(+Z) Fibrin- bzw. NOVOCART® Inject-behandelte Defekte zum vier Wochen-Zeitpunkt (n = 6). 
Gezeigt wird die Anzahl der eingewanderten Makrophagen pro mm2 Defektfläche. 
Defekt 
A rt der 
Defektfüllung 
F ibrin Ø Z F ibrin +Z 
Novocart® 







3,42 3,33 1,30 4,82 
2 177,11 14,83 5,32 65,58 
3 1,99 0,41 0,98 1,33 
4 1,88 3,89 0,19 20,23 
5 6,27 87,61 180,96 6,56 
6 1,17 12,71 1,66 41,73 
Median 2,71 8,30 1,48 13,39 
Stabw. 71,12 33,38 73,12 25,46 
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Gemäß der histologischen Auswertungen und der Genexpressionsanalyse war die Biokompatibilität 
der beiden Biomaterialien NOVOCART® Inject und Standard-Fibringel somit vergleichbar. 
 
4.4 Wirtszellanlockung 
Massive Wirtszellinvasion zu beiden Zeitpunkten 
Um zu untersuchen, ob NOVOCART® Inject zu einer vergleichbaren Wirtszelleinwanderung in den 
Defekt führt wie Fibrin, wurden porzine Zellen mittels in-situ-Hybridisierung nachgewiesen. Wie in 
den mit der SINE/Pan 1-Sonde gefärbten Schnitten deutlich zu erkennen war, lag nach einer Standzeit 
von zwei Wochen eine massive Infiltration porziner Zellen in das Defektareal vor (Abb. 4.12). Die 
Verteilung der Zellen im Defekt erschien ungleichmäßig.  
 
 
Abbildung 4.12 In-situ-Hybridisierung: Porzine Zellen wurden mittels DNA-Sonde, die gegen 
porzin-spezifische genomische Sine Pan-Repeats gerichtet ist, markiert. Jeweils ein repräsentatives 
Konstrukt pro Gruppe nach zwei Wochen in vivo im Minipig und ein Ausschnitt daraus sind 
abgebildet. Es liegt zum zwei Wochen-Zeitpunkt eine massive Infiltration porziner Zellen in das 
Defektareal vor. Rotes Kästchen: Lokalisation der Vergrößerung, Stern: angrenzender intakter 
Knorpel, Raute: Defektfüllung, Pfeile: positiv-markierte porzine Zellen, Pfeilspitzen: distale 
Defektgrenze/ subchondraler Übergang. 
 
Durch Histomorphometrie wurde versucht die Zellzahl zu quantifizieren. Vergleicht man die 
histomorphometrischen Ergebnisse der zellhaltigen Gruppen beider Biomaterialien zum zwei Wochen-
Zeitpunkt (n = 2), so zeigte die zellhaltige NOVOCART® Inject-Gruppe eine tendenziell stärkere 
Einwanderung von wirtseigenen Zellen (Fibrin +Z: 1021,38 Zellen/mm2 (Defekt 1),                    
ERGEBNISSE  64 
 
627,02 Zellen/mm2 (Defekt 2); NOVOCART® Inject +Z: 1496,07 Zellen/mm2 (Defekt 1), 3705,52 
Zellen/mm2 (Defekt 2)).  
Auch nach einer Standzeit von vier Wochen wurde eine starke Durchbauung der Knorpeldefekte mit 
porzinen Zellen nachgewiesen. Zellcluster waren nur sehr vereinzelt zu erkennen und bildeten, im 
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Abbildung 4.13 In-situ-Hybridisierung: Porzine Zellen wurden mittels DNA-Sonde, die gegen 
porzin-spezifische genomische Sine Pan-Repeats gerichtet ist, markiert. Jeweils ein repräsentatives 
Konstrukt pro Gruppe nach vier Wochen in vivo im Minipig und dessen Vergrößerung sind 
abgebildet. Zum vier Wochen-Zeitpunkt zeigt sich eine starke Durchbauung des Defekts mit porzinen 
Zellen und teilweiser Auflösung der Knorpel-Knochen-Grenze (Pfeilspitzen). Rotes Kästchen: 
Lokalisation der Vergrößerung, Stern: angrenzender intakter Knorpel, Raute: Defektfüllung, Pfeile: 
positiv-markierte porzine Zellen. 
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Die histomorphometrische Analyse der Zahl porziner Zellen im Defekt (Abb. 4.14) ergab keine 




Abbildung 4.14 Quantitative Analyse eingewanderter wirtseigener Zellen in zellfreie (ØZ) und 
zellhaltige (+Z) Fibrin- bzw. NOVOCART® Inject-behandelte Defekte (Standzeit: 4 Wochen). n=6. 
Legende für Box-Whisker-Plot siehe Abbildung 4.3 (S. 55). 
 
Zusammenfassend lag zu beiden Untersuchungszeitpunkten und unabhängig von der Defektfüllung 
eine massive Infiltration porziner Zellen in den Defekt vor. Es bestand kein signifikanter Unterschied 
zwischen NOVOCART® Inject- und Fibringel-gefüllten Defekten. Durch die implantierten 
xenogenen Chondrozyten kam es nicht zur verstärkten Wirtszellinvasion in den Defekt.  
 
 
4.5 Verbleib implantierter xenogener Chondrozyten im Defekt 
Humane Zellen auf mRNA-Ebene zum zwei Wochen-Zeitpunkt nicht nachweisbar 
Um zu untersuchen, ob die implantierten humanen Knorpelzellen nach den verschiedenen Standzeiten 
noch im Defekt verblieben, wurden die Proben von zwölf Defekten zum zwei Wochen-Zeitpunkt auf 
ihre Genexpression von humanem HPRT untersucht. Hierzu wurden Spezies-spezifische Primerpaare 
eingesetzt. Bei der Untersuchung der zellhaltigen NOVOCART® Inject- bzw. Fibrin-gefüllten Zwei-
Wochen-Defekte (n = 6) konnte der Nachweis von humanem HPRT nicht erbracht werden           
(Abb. 4.15, S. 67). 
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Abbildung 4.15 Nachweis von humanem HPRT in den mit zellhaltigem Fibrin- bzw. NOVOCART® 
Inject-behandelten Zwei-Wochen-Defekten (n = 6); Aus dem Regeneratgewebe der Zwei-Wochen-
Defekten wurde jeweils die Gesamt-mRNA extrahiert, in cDNA transkribiert und anschließend 
mittels PCR amplifiziert. Die Ergebnisse wurden in einem 2,5% Agarosegel ausgewertet. Spur 1: 
F ibrin +Z, Spur 2: NOVOCART® Inect +Z, Spur 3: Positivkontrolle (cDNA von humanem 
Knochenmark), Spur 4: Negativkontrolle (cDNA von porziner Leber), Spur 5: Wasser.  
 
 
Humane Zellen in genomischer DNA der Vier-Wochen-Defekte nicht nachweisbar 
Aus jeweils einer zellhaltigen Fibrin- und einer NOVOCART® Inject-Probe wurde zum vier Wochen-
Zeitpunkt genomische DNA isoliert und auf das Vorhandensein humaner Zellen mittels PCR auf 
human-spezifische Sequenzen (AluYb8) untersucht. Humane AluYb8-Sequenzen konnten in den 




Abbildung 4.16 Nachweis von humanen ALUYb8-Sequenzen in jeweils einem F ibrin +Z- und 
einem NOVOCART® Inject +Z-Defekt zum vier Wochen-Zeitpunkt. Aus den Defekten wurde die 
genomische DNA extrahiert und anschließend mittels ALU-PCR amplifiziert. Die Ergebnisse wurden 
in einem 1,5% Agarosegel ausgewertet. Spur 1: Fibrin +Z, Spur 2: NOVOCART® Inject +Z, Spur 3: 
Positivkontrolle (humanes Knochenmark), Spur 4: Negativkontrolle (porzine Leber), Spur 5: Wasser 
 
 
Humane Zellen in allen Defekten zum  zwei Wochen-Zeitpunkt histologisch nachweisbar 
Als Hauptzielparameter zur Auswertung der Fragestellung nach dem Verbleib der humanen Zellen, 
diente deren histologischer Nachweis durch eine in-situ-Hybridisierung. Dabei wurden die humanen 
Zellen mittels DNA-Sonde, die gegen human-spezifische genomische ALUYb8-Repeats gerichtet ist, 
markiert. In allen vier untersuchten histologischen Proben zum zwei Wochen-Zeitpunkt konnten 
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humane Zellen detektiert werden (Abb. 4.17). In den histologischen Schnitten der zwei zellhaltigen 
NOVOCART® Inject-gefüllten Defekte wurden 12 bzw. 65 humane Zellen gezählt. In den 
histologischen Schnitten der zellhaltigen Fibrin-gefüllten Defekte konnten 1 bzw. 12 Zellen 




Abbildung 4.17 In-situ-Hybridisierung: Humane Zellen wurden mittels DNA-Sonde, die gegen 
human-spezifische genomische ALUYb8-Repeats gerichtet ist, markiert. Es sind jeweils beide 
Konstrukte der Gruppen nach zwei Wochen in vivo im Minipig und dessen Vergrößerung 
abgebildet. Rotes Kästchen: Lokalisation der Vergrößerung, Stern: angrenzender intakter Knorpel, 
Raute: Defektfüllung, Pfeile: positiv-markierte humane Zellen, Pfeilspitzen: distale Defektgrenze/ 
subchondraler Übergang. 
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Nach vier Wochen nur vereinzelt humane Zellen detektierbar 
Von zwölf untersuchten Proben zum vier Wochen-Zeitpunkt (Fibrin +Z, NOVOCART® Inject +Z; je 
n=6) konnten nur in vier Proben vereinzelte humane Zellen detektiert werden (Tab. 4.3; Abb. 4.18,    
S. 70). Drei dieser Proben gehörten der NOVOCART® Inject-Gruppe an, von denen zwei Proben 
jeweils eine Zelle in der analysierten Schnittebene aufwiesen. In der dritten Probe konnten zwei 
humane Zellen detektiert werden. Die vierte Probe gehörte der Fibrin-Gruppe an und wies 55 humane 
Zellen auf. Diese Zellen befanden sich in einem Zellverband in der unteren Hälfte der Defektfüllung. 
Der Vergleich der Kollagen Typ II- und in-situ-markierten Serienschnitte dieses Defekts zeigte, dass 
in diesem Bereich der subchondrale Knochen noch zum Teil mit Knorpel bedeckt war, der während 
der Präparation des Defekts nicht vollständig entfernt wurde (Abb. 4.19, S. 71). Die positive Kollagen-
Typ II-Markierung im Bereich der detektierten humanen Zellen deutet auf eine Ablagerung von 
Knorpelmatrix hin. 
Tabelle 4.3 zeigt die Anzahl der gefundenen humanen Zellen pro Defektschnittebene aller Gruppen. 
Der Unterschied zwischen der Fibrin- und der NOVOCART® Inject-Gruppe war nicht signifikant. 
 
Tabelle 4.3 Anzahl verbliebener humaner Chondrozyten pro Defektschnittebene in Fibrin +Z- und 




      F ibrin + Z           N O V O C A R T®  
                              Inject + Z 
4 Wochen 
     F ibrin + Z         N O V O C A R T® 
                            Inject + Z 
A 12 12 0 0 
B 1 65 0 0 
C   0 2 
D   0 1 
E   55 0 
F   0 1 
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Abbildung 4.18 In-situ-Hybridisierung: Humane Zellen wurden mittels DNA-Sonde, die gegen 
human-spezifische genomische ALUYb8-Repeats gerichtet ist, markiert. Dargestellt sind die vier 
Konstrukte und deren Vergrößerung, in denen nach vier Wochen in vivo im Minipig noch 
vereinzelt humane Zellen nachgewiesen wurden. In der NOVOCART® Inject-Gruppe konnte in 
drei von sechs Konstrukten vereinzelte humane Zellen gefunden werden, in der Fibrin-Konstrukte 
nur in einem von sechs Konstrukten  hier allerdings deutlich die größte Anzahl. n = 6. Rotes 
Kästchen: Lokalisation der Vergrößerung, Stern: angrenzender intakter Knorpel, Raute: 
Defektfüllung, Pfeile: positiv-markierte humane Zellen, Pfeilspitzen: distale Defektgrenze/ 
subchondraler Übergang, Kreuz: Gefäß am Übergang zum Knochenmark, S: Schnittartefakt. 
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Abbildung 4.19 Vergleich von mittels humaner Sonde (AluYb8) in-situ-hybridisiertem (A) und 
Kollagen Typ II-markiertem Serienschnitt (B) eines mit zellhaltigem Fibringel behandelten Defekts 
zum vier Wochen-Zeitpunkt zum Zweck der Darstellung der Knorpel-Knochengrenze. Diese wurde 
während der Präparartion nicht vollständig entfernt und ist im Kollagen II-Nachweis rot markiert. 




Zusammenfassend konnten histologisch nach zwei Wochen noch humane Zellen in von Restknorpel 
geschützten Arealen von Defekten detektiert werden. Humane Zellen waren vor allem in 
Randbereichen der Defekte zu finden, in zentralen Arealen hingegen kaum. Nach vier Wochen 
hingegen stellten humane Zellen nur noch extreme Ausnahmen dar. Leider erwies sich die PCR zu 
beiden Untersuchungszeitpunkten als nicht sensitiv genug, um die geringe Anzahl der humanen Zellen 
zu detektieren, so dass semiquantitative Aussagen aus je sechs Defekten pro Gruppe der Zwei-
Wochen-Standzeit einer verbesserten Proben-Aufarbeitung bedürfen. 
 
Humane Chondrozyten ko-lokalisieren mit Makrophagen 
Histologische Serienschnitte der Zwei-Wochen-Defekte (F ibrin +Z, NOVOCART® Inject +Z; je n=2), 
in denen humane Zellen detektiert werden konnten, wurden auf ihren Gehalt an Makrophagen durch 
MAC387-Markierung untersucht (Abb. 4.20, S. 72). Makrophagen und humane Chondrozyten ko-
lokalisierten in allen untersuchten Fällen. Die Verteilung der Makrophagen zeigte zwar ein 
gleichmäßigeres Bild als die, der humanen Zellen, waren aber in Assoziation mit diesen in besonders 
hoher Zelldichte vertreten und bildeten Cluster. 
Die Ko-Lokalisation von Makrophagen und xenogenen Chondrozyten legte damit die 
Schlussfolgerung nahe, dass das angeborene Immunsystem des Wirts an einer Abstoßung der 
transplantierten humanen Zellen beteiligt sein könnte. 
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Abbildung 4.20 Vergleich humaner in-situ-Hybridisierung (AI, BI) und MAC387-Markierung (AII, 
BII) jeweils eines repräsentativen Serienschnittes und dessen Vergrößerung pro Gruppe (Fibrin +Z, 
NOVOCART® Inject +Z) zum zwei Wochen-Zeitpunkt. In allen untersuchten Fällen zeigt sich eine 
Ko-Lokalisation von Makrophagen und humanen Chondrozyten. Rotes Kästchen: Lokalisation der 
Vergrößerung, Stern: angrenzender Knorpel, Raute: Defektfüllung, Pfeile: positiv-markierte humane 
Zellen, Pfeilspitzen: distale Defektgrenze/ subchondraler Übergang, Kreuz: in den Defekt versprengtes 
Knorpelstück. 
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4.6 Analyse der Entstehung von neuem K norpelgewebe 
Keine Abhängigkeit der Kollagen Typ II-Expression bzw. -Ablagerung vom verwendeten 
Biomaterial 
Zur Klärung, ob eingewanderte porzine Zellen zur Regeneration der chondralen Defekte auch durch 
die Synthese von Kollagen Typ II beitragen, wurde nach zweiwöchiger Standzeit die Col2A1-
Expression der zellhaltigen NOVOCART® Inject- (n = 6) und Fibrin-Konstrukte (n = 6) quantitativ 
mittels qPCR untersucht. Abbildung 4.21 zeigt zwar keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des 
porzinen Col2A1-Expressionsspiegels zwischen beiden Gruppen zum frühen Untersuchszeitpunkt, 
weist aber eine tendenziell höhere Expression in der Fibrin-Gruppe auf (p = 0,144). 
 
 
Abbildung 4.21 Quantitative Genexpressionsanalyse von zellhaltigen Fibrin- (Fibrin +Z)  und 
NOVOCART® Inject Gel (NOVOCART® Inject +Z)-behandelten Defekten mittels qPCR (n=6). 
Expressionslevel von Kollagen II zum zwei Wochen-Zeitpunkt. (p = 0,144). Legende für Box-
Whisker-Plot siehe Abbildung 4.3 (S. 55). 
 
Um die genannte Fragestellung auch auf histologischem Weg zu untersuchen, wurde ein Kollagen Typ 
II-Nachweis an den Gewebeschnitte zum vier Wochen-Zeitpunkt vorgenommen und diese 
nachfolgend bewertet. Abbildung 4.22 (S. 74) zeigt die besten und schlechtesten Regenerate pro 
abschneidenden Defekte zeigten ein gut integriertes, zellreiches und dickes Regenerat mit glatter 
Oberfläche. Areale im Randbereich der Defekte und im Bereich der subchondralen Knochenlamelle 
wiesen eine dominierende Kollagen II-Färbung auf. Insgesamt wiesen fünf von 24 Schnitten eine 
deutliche Kollagen II-Markierung auf, d.h. über 25 % der Fläche dieser Defekte zeigte eine Kollagen 
II-positive Markierung. Von diesen fünf Proben gehörte eine Probe der zellhaltigen Fibrin-Gruppe 
(Abb. 4.22 D, S. 74) und jeweils zwei der zellfeien (Abb. 4.22 F, S. 74) bzw. zellhaltigen 
NOVOCART® Inject-Gruppe (Abb. 4.22 H, S. 74) an.  
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Die Defekte mit den schlechtesten Regeneraten wiesen eine unbefriedigende Defektfüllung sowie 
keinerlei Kollagen II-positive Areale auf. In zwei Fibrin-behandelten Defekten (Abb. 4.22 C) waren 
sogar Zeichen zystischer Veränderungen zu sehen. 
 
 
Abbildung 4.22 Die Kollagen TypII-Markierung jeweils des schlechtesten und besten Regenerats 
jeder Gruppe zum vier Wochen-Zeitpunkt 
Score). Die Konstrukte mit dem besten Regernat zeigen auf 25% der Defektfläche eine positive 
Kollagen Typ II-Markierung (5 von 24 Konstrukten). Die Konstrukte mit den schlechtesten 
Regeneraten wiesen keinerlei positive Kollagen Typ II-Markierung sowie eine unbefriedigende 
Defektfüllung auf.  Stern: angrenzender intakter Knorpel, Raute: Defektfüllung, Pfeile: Kollagen II-
pos. Markierung der Knorpelmatrix, Pfeilspitzen: distale Defektgrenze/ subchondraler Übergang, 
Kreuz: in den Defekt versprengtes Knorpelstück, Z: zystische Veränderung. 
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Als Bewertungskriterium wurde die positiv markierte Fläche aller Schnitte gemessen und unabhängig 
von zwei verblindeten Gutachtern bewertet (Tab. 4.4). Mit null Punkten wurden Schnitte bewertet, die 
keine positive Kollagen Typ II-Markierung aufwiesen. Einen Punkt erhielten solche, die bis zu 25%, 
zwei Punkte, die zu 26-50% und drei Punkte, deren Fläche zu 51-75% positiv gefärbt war. Ein Schnitt, 
dessen Defektfüllung zu 76-100% der Defektfläche Kollagen II-positiv markiert war erhielt vier 
Punkte. Wie in Tabelle 4.4 zu sehen, lag kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen 
Defektfüllungen vor.  
Das Maß der Kollagen II-Expression bzw. -Ablagerung ließ folglich auf keine Abhängigkeit vom 
verwendeten Biomaterial schließen und trat unabhängig von der Transplantation xenogener Zellen in 
ähnlicher Weise auf. Da zum vier Wochen-Zeitpunkt keine humanen Zellen nachweisbar waren, ist 
davon auszugehen, dass das mittels Histologie und Genexpressionsanalyse detektierte Kollagen Typ II 
porzinen Ursprungs war.  
 
Tabelle 4.4  Histologisches Scoring der Kollagen Typ II-markierten Defektfüllungen zellfreier (ØZ) 
und zellhaltiger (+Z) Fibrin- bzw. NOVOCART® Inject-behandelter Defekte zum vier Wochen-
Zeitpunkt (n = 6). 0 Pkt. =  keinerlei Kollagen Typ II-positive Markierung im Defekt vorhanden; 1 
Pkt. = 1-25 % positive Markierung; 2 Pkt. = 26-50%; 3 Pkt. = 51-75%; 4 Pkt. = 76-100% positive 
Markierung. 




zellfrei 0 0 1 1 1 1 1 0,67 
zellhaltig 1 0 1 1 2 1 1 1 
Novocart® 
Inject 
zellfrei 1 1 0 1 3 2 1 1,33 
zellhaltig 1 2 0 1 1 2 1 1,17 
 
 
Vergleichbar frühe Regeneration in beiden Biomaterialien 
Um die Qualität des Regenerats zu beurteilen, wurde anhand von SafraninO-Färbungen (Abb. 4.23, S. 
76) Tab. 9.3, S. 115) 
durchgeführt. Dabei interessierte vor allem, wie stark das SafraninO-Anfärbeverhalten und folglich die 
Ablagerungen von Glykosaminoglykanen ist. Des Weiteren war zu untersuchen, ob die 
Zellmorphologie im Regenerat den Charakter hyalinen Knorpels oder fibrösen Gewebes aufweist und 
ob die Oberflächenregularität des Regenerats glatt und intakt ist oder verschiedene Irregularitäten 
zeigt. Auch die strukturelle Integrität der Defektfüllung sowie die Dicke des Regenerats und dessen 
Bindung zum angrenzenden nativen Knorpel und zum subchondralen Knochen wurden als 
Qualitätskriterien herangezogen.  
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Abbildung 4.23 SafraninO-Färbung jeweils des schlechtesten und besten Regenerats jeder Gruppe 
zum vier Wochen-Zeitpunkt. Die Nachweisbarkeit von Glykosaminoglykanen zeigte in den vier 
untersuchten Gruppen (zellfreies/ zellbesiedeltes Fibrin, zellfreies/ zellbesiedeltes NOVOCART® 
Inject) ein sehr heterogenes Bild. Stern: angrenzender intakter Knorpel, Raute: Defektfüllung, Pfeile: 
SafO-pos. Markierung der Defektfüllung, Pfeilspitzen: distale Defektgrenze/ subchondraler Übergang, 
Z: zystische Veränderung. 
 
Betrachtet man die durchschnittlich erreichte Punktzahl jeder der vier Gruppen zum vier Wochen-
Zeitpunkt (Abb. 4.24, S. 77), ist kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen feststellbar. 
Tendenziell schneiden beide NOVOCART® Inject-Gruppen (ob zellbesiedelt oder unbesiedelt) 
geringgradig besser gegenüber ihren Kontroll-Fibrin-Gruppen (Fibrin +Z,  F ibrin ØZ) in der 
Gesamtbewertung durch den modif Bei kumulativer Auswertung der 
zellhaltig vs. zellfrei behandelten Defekte ergab sich ein leicht besserer Score für die mit zellhaltigem 
NOVOCART® Inject- bzw. Fibrin gefüllten Defekte als für die entsprechenden zellfreien Konstrukte. 
Dies liegt vor allem in den leicht besseren Scores für Zellmorphologie, Defektfüllung und Verbindung 
77  ERGEBNISSE 
zum subchondralen Knochen begründet. Aufgrund des geringen p-Wertes von 0,073 ist hierbei jedoch 
nur von einem Trend zu sprechen. 
 
 
Abbildung 4.24 Analyse der zellfreien (ØZ) und zellhaltigen (+Z) Fibrin- und NOVOCART® Inject-
behandelten Defekte der Hauptstudie zum vier Wochen-
Score (n = 6). Legende für Box-Whisker-Plot siehe Abbildung 4.3. 
 
Die einzelnen Gruppen weisen keinen signifikanten Unterschied im Maß der Defektfüllung auf 
Unterschiede zeigte, wurde im Anschluss eine histomorphometrische Quantifizierung der 
Defektfüllung durchgeführt (Abb. 4.25, S. 78). Die quantitative Analyse der Defektfüllungen nach 
einer Standzeit von zwei Wochen ergab ebenfalls keinen Unterschied zwischen den Gruppen F ibrin 
+Z und NOVOCART® Inject +Z. Verglichen mit der Defektfüllung der 4-Wochen-Defekte liegen die 
Ergebnisse der Gruppe NOVOCART® Inject +Z mit 68,71% und 61,16% (n=2) unter dem Median der 
4-Wochen-Defekte (74,88%). Die F ibrin +Z-Gruppe liegt zum  zwei Wochen-Zeitpunkt mit den 
Ergebnissen 75,70% und 63,46% Defektfüllung (n=2) gleichmäßig verteilt um den errechneten 
Median (67,77%) der Gruppe zum späteren Zeitpunkt. Die statistische Auswertung war aufgrund der 
geringen Probenanzahl beider Gruppen nicht möglich. 
Vergleicht man das Maß der Defektfüllung aller Gruppen (F ibrin +Z, F ibrin ØZ, NOVOCART® Inject 
+Z, NOVOCART® Inject ØZ) nach vier Wochen miteinander, so weist die zellhaltige  NOVOCART® 
Inject-Gruppe die höchsten Werte auf. Die Werte für die Defektfüllung der einzelnen Defekte dieser 
Gruppe erscheinen homogen und der Median liegt mit einem Wert von 74,88 % Defektfüllung über 
dem der anderen Gruppen. Die statistische Auswertung dieser Daten mittels Kruskill-Wallis-Test 
ergab jedoch keinen signifikanten Unterschied bezüglich der Defektfüllungen zwischen den einzelnen 
Gruppen.  
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Abbildung 4.25 Quantitative Analyse der Defektfüllungen zellfreier (ØZ) und zellhaltiger (+Z) 
Fibrin- bzw. NOVOCART® Inject-behandelter Defekte zum  vier Wochen-Zeitpunkt (n = 6). 
Legende für Box-Whisker-Plot siehe Abbildung 4.3 (S. 55). 
 
 
Die Analyse des neu gebildeten Regeneratgewebes ergab, dass weder hinsichtlich der Expression und 
Score oder bezogen auf das Maß der Defektfüllung ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden 
Biomaterialien NOVOCART® Inject und Standard-Fibringel vorlag. Bemerkenswert war allerdings, 
zellhaltiger Matrix behandelten Defekte (NOVOCART® Inject +Z , F ibrin +Z ) tendentiell besser 
abschnitten als die Defekte, die mit zellfreier Matrix behandelt wurden.  
 
4.7 Beitrag der humanen Zellen zur Regeneration 
Ko-Lokalisation von Kollagen Typ II und humanen Chondrozyten 
Um zu überprüfen ob humane Chondrozyten Matrix abgelagert haben, wurden mittels humaner Sonde 
(AluYb8) in-situ-hybridisierte und Kollagen II-markierte Serienschnitte verglichen. Dies ergab eine 
Ko-Lokalisation von Kollagen II-positiven Bereichen und humanen Chondrozyten. Wurden in einem 
Defekt humane Zellen detektiert, konnten in dem entsprechenden Kollagen II-markierten Serienschnitt 
an dieser Stelle positiv markierte Areale ermittelt werden (Abb. 4.26, S. 80). Dies wurde bei allen 
Defekten, unabhängig vom verwendeten Biomaterial, zum zwei Wochen-Zeitpunkt und bei einem 
Defekt der zellhaltigen Fibrin-Gruppe zum vier Wochen-Zeitpunkt beobachtet. Obwohl die Kollagen 
II-Markierung nicht zwischen humanem oder porzinem Kollagen unterscheiden kann, war es 
bemerkenswert, dass die implantierten humanen Chondrozyten stets in Regionen neuer Kollagen II-
Matrixablagerung lokalisiert waren.  
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Die geringe Anzahl der wiedergefundenen humanen Chondrozyten deutet allerdings darauf hin, dass 
der Hauptanteil des neugebildeten Kollagens Typ II von in den Defekt eingewanderten porzinen 
Zellen stammt. Folglich ist der Beitrag der transplantierten xenogenen Chondrozyten zur Kollagen II-
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Abbildung 4.26 Vergleich von in-situ-hybridisierten Schnitten (humane Sonde; A, C) mit den 
Kollagen II-markierten Schnitten (B, D). Humane Zellen wurden mittels DNA-Sonde, die gegen 
porzin-spezifische genomische Sine Pan-Repeats gerichtet ist, markiert. Es ist jeweils eine Übersicht 
und herausvergrößerte Bilder dargestellt. Stern: angrenzender Knorpel, Raute: Defektfüllung, 
diagonale Pfeile: horizontale Pfeile: positiv-markierte humane Zellen, Kollagen II-pos. Markierung 
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5 DISK USSI O N 
In der vorliegenden Studie wurde das neue Biomaterial NOVOCART® Inject auf seine Eignung für 
die zellbasierte Therapie von Knorpeldefekten untersucht und seine potentiellen Effekte im Vergleich 
zu dem bereits klinisch eingesetzten Trägermaterial Fibrin (HENDRICKSON et al. 1994, KIRILAK et 
al. 2006) charakterisiert. Dabei stand vor allem die Frage nach der Fixierung des Materials im Defekt 
sowie dessen Biokompatibilität, die Invasion von Wirtszellen in den Defekt und die Persistenz der 
transplantierten humanen Chondrozyten im Mittelpunkt der Arbeit. Außerdem sollte auch die 
Regeneratqualität abhängig vom verwendeten Biomaterial bewertet werden.  
 
 
Rediffenzierungsfähigkeit der implantierten Zellen in vivo 
Es ist bekannt, dass Chondrozyten nach starker Expansion dedifferenzieren und ihr Potential zur 
Redifferenzierung verlieren. Um die Redifferenzierungsfähigkeit der von uns implantierten humanen 
Chondrozyten zu untersuchen und ihre Fähigkeit, in vivo Knorpelmatrix ablagern zu können, zu 
überprüfen, wurde das ektope Implantationsmodell in der SCID-Maus (SCID = Severe Combined 
Immunodeficiency) eingesetzt. Dieses Modell ist sowohl ein kosteneffektives als auch anerkanntes und 
einfaches Modell zur Untersuchung der in vivo Chondrogenese (VACANTI et al. 1991, PUELACHER 
et al. 1994).  
Insgesamt wurden sechs SCID-Mäusen subkutan Chondrozyten-enthaltende Clots implantiert. Hierbei 
wurden sowohl Konstrukte aus NOVOCART® Inject als auch aus Fibringel eingesetzt. Damit 
wirtsabhängige Einflüsse auf die Ergebnisse ausgeschlossen werden konnten, wurde darauf geachtet, 
dass in jede Maus Konstrukte jeder zu untersuchenden Gruppe implantiert wurden. Von den insgesamt 
24 implantierten Konstrukten wurden nur 14 wiedergefunden. Es ist daher davon auszugehen, dass 
vermutlich sowohl NOVOCART® Inject als auch Fibrin in der SCID-Maus häufig resorbiert werden.  
Von zwölf transplantierten Konstrukten der zellhaltigen NOVOCART® Inject-Gruppe konnten nur 
fünf wiedergefunden werden, von sechs Konstrukten der zellfreien NOVOCART® Inject-Gruppe 
hingegen fünf. Von der zellhaltigen Fibrin-Gruppe wurden vier von sechs Konstrukten 
wiedergewonnen. Folglich scheint weder der Faktor  noch der der Zellen allein 
ursächlich für die Resorption der Konstrukte zu sein. Eine mögliche Erklärung für die verhältnismäßig 
häufigere Resorption der zellhaltigen NOVOCART® Inject-Konstrukte könnte sein, dass die 
implantierten Chondrozyten Matrix-Metalloproteasen oder andere Enzyme exprimieren, die die 
Albuminmatrix schneller abbauen als das Fibrin.  
Bei allen wiedergefundenen zellhaltigen Konstrukten  unabhängig vom Trägermaterial  konnten 
nach einer Standzeit von vier Wochen stets humane Zellen nachgewiesen werden. Anhand der 
Kollagen II- und SafraninO-Markierungen ist festzustellen, dass die transplantierten humanen 
Chondrozyten fast immer ihre Fähigkeit behielten, chondrogen zu redifferenzieren und 
Glykosaminoglykane und Kollagen II zu produzieren. Daraus schlussfolgernd ist die 
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Redifferenzierungsfähigkeit der humanen Chondrozyten zur orthotopen Zelltransplantation im 
Großtiermodell als zufriedenstellend zu bewerten.  
 
 
N O V O C A R T® In ject verbleibt ohne zusätzliche F ixierung im Defekt 
Das in dieser Studie verwendete Minipig-Modell wurde aufgrund der großen mikroanatomischen 
Ähnlichkeit des porzinen und humanen Knorpels (KAAB et al. 1998) gewählt. Im Gegensatz zum 
ektopen Implantationsmodell, in dem die transplantierten Zellen durch beispielsweise subkutane 
Implantation einer stark von ihrer natürlichen Lokalisation abweichenden Mikroumgebung ausgesetzt 
sind, unterliegen orthotop transplantierte Chondrozyten vergleichbare Bedingungen wie im gesunden 
Knorpel. Sowohl die Nährstoffversorgung als auch beeinflussende Faktoren des Zielgewebes, wie 
beispielsweise mechanische Reize, gewebsspezifische Zytokine oder Wachstumsfaktoren entsprechen 
im orthotopen Modell am ehesten den natürlichen Bedingungen. 
Das Modell wurde bereits vielfach eingesetzt und ist somit gut untersucht (MAINIL-VARLET et al. 
2001, GOTTERBARM et al. 2008, HENRIKSSON et al. 2009). Die Operationsmethode und die 
Defektlokalisation erwiesen sich für die in dieser Promotionsarbeit behandelten Fragestellungen als 
passend und wurden auch von anderen Autoren beschrieben (WAKITANI et al. 1998, 
GOTTERBARM et al. 2008). 
Da dies die erste Studie ist, die NOVOCART® Inject zur Behandlung artikulärer Knorpeldefekte 
einsetzt, ist bislang nicht bekannt, in wie fern die Fixierung im Defekt gewährleistet ist. Um die 
Fixierung des Biomaterials NOVOCART® Inject im Defekt zu überprüfen, wurde  die Defektfüllung 
bei Membran-gedeckten und ungedeckten zellhaltigen Defekten zum vier Wochen-Zeitpunkt 
quantitativ evaluiert. Die Ergebnisse der Vorstudie zeigten eine signifikant bessere Defektfüllung der 
nicht mit einer Kollagen-Membran versehenen NOVOCART® Inject-Gruppe gegenüber der mit einer 
Membran gedeckten Gruppe. Es bedarf demzufolge keiner Abdeckung durch eine Membran, um das 
Biomaterial im Defekt zu fixieren. Dies bietet erhebliche Erleichterung und Zeitersparnis bei der 
Durchführung des operativen Eingriffes und führt durch Verkürzung der Narkosezeit zur Minimierung 
des Risikos für Narkosezwischenfälle. Darüber hinaus werden keine zusätzlichen Defekte durch 
Einbringen von Halterungsheften zur Befestigung einer Membran in den Knorpel gesetzt. Gegenüber 
Biomaterialien, bei denen eine zusätzliche Fixierung durch eine Membran obligat ist, bietet 




N O V O C A R T® In ject zeigt gute Biokompatibilität 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Hydrogel NOVOCART® Inject erstmalig auf seine 
Biokompatibilität im orthotopen Minipigmodell untersucht werden. Um die Ergebnisse besser 
bewerten zu können, wurde zum Vergleich das bereits in der Klinik eingesetzte Fibringel untersucht. 
Als Untersuchungskriterien dienten die Genexpressionsanalysen verschiedener proinflammatorischer 
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Zytokine und Marker im Regenerationsgewebe sowie der histologische Nachweis der 
Makrophagenpopulation im Defektbereich.  
Die für die NOVOCART® Inject-Gruppen erhaltenen Ergebnisse zeigten keine signifikant erhöhten 
Expressionen der untersuchten proinflammatorischen Zytokine und Marker im Vergleich zur 
Fibringruppe. Die histomorphometrische Auswertung der Anzahl der eingewanderten Makrophagen 
zeigte keinen Unterschied zwischen den beiden verwendeten Trägermaterialien. Somit konnte gezeigt 
werden, dass das Hydrogel NOVOCART® Inject eine vergleichbare Biokompatibilität wie klinisch 
eingesetztes Fibringel besitzt. 
 
 
Makrophagen wandern frühzeitig in den Defektbereich ein 
Obwohl makroskopisch keine Anzeichen für eine Entzündung sichtbar waren, konnten wir zeigen, 
dass unabhängig vom verwendeten Trägermaterial eine vergleichbare Anzahl Makrophagen in den 
Defektbereich eingewandert sind. Auffallend war, dass zum zwei Wochen-Zeitpunkt eine stärkere 
Invasion von Makrophagen im Vergleich zum vier Wochen-Zeitpunkt nachgewiesen werden konnte. 
Somit ist davon auszugehen, dass die Makrophagen-Antwort vor allem im Zeitraum der ersten zwei 
Wochen post operationem abläuft. Untersuchungen zu früheren Zeitpunkten wären demnach besser 
geeignet, die Einwanderung von Makrophagen zu analysieren. Dieser Ansatz wird durch eine allogene 
Transplantationsstudie im Kaninchen von GREEN (1977), in der bereits zehn Tage post operationem 
eine schnelle Immunantwort nachgewiesen werden konnte, gestützt. Ähnliches beschrieben 
MASUOKA et al. (2005). Sie behandelten osteochondrale Defekte im Kaninchenmodell mittels einer 
allogenen Transplantation kultivierter Chondrozyten in Trägermaterial aus Typ-I-Kollagen. Die 
Auswertungen zeigten, dass nach einer Standzeit von drei Monaten keine Defektinfiltration durch 
inflammatorische Zellen zu finden war.  
Auch die vorsichtige Defektpräparation unter Erhaltung der subchondralen Knochenplatte konnte, wie 
in unseren Ergebnissen zu sehen war, keine potente Barriere zum Schutz der transplantierten Zellen 
vor den wirtseigenen Immunzellen bieten. Anhand der histologischen Untersuchungen ist davon 
auszugehen, dass die Art der Defektpräparation die Beseitigung der subchondralen Platte durch 
wirtseigene Makrophagen höchstens verzögert hat, denn vier Wochen nach der Operation war sie in 
fast allen Defekten vollständig abgebaut. 
Neben dem Abbau der Knorpel-Knochengrenze ist es denkbar, dass Makrophagen auch an der 
Degradation der Matrix beteiligt sind und somit indirekt zum Verlust der transplantierten Zellen 
beitragen. So ist es möglich, dass durch Makrophagen die Matrix schneller abgebaut wurde, bevor ein 
ausreichend stabiles Regenerationsgewebe bzw. eine durch die transplantierten Knorpelzellen 
synthetisierte Knorpelmatrix aufgebaut wurde. Der Verlust der Zellen, beispielsweise durch 
Gelenksbewegungen und damit verbundenem Auswaschen aus dem Transplantat, könnte dadurch 
erleichtert werden. Dies könnte auch ursächlich für die beobachtete Resorption der Konstrukte im 
ektopen Mausmodell sein. 
Dass Makrophagen besonders bei der Abstoßung xenogenen Gewebes beteiligt zu sein scheinen, 
untermauern die Studien verschiedener Arbeitsgruppen (WU et al. 2000, ABE et al. 2002, CADILI 
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und KNETEMAN 2008). IDE et al. (2005) untersuchten dazu die phagozytotische und zytolytische 
Aktivität humaner Makrophagen gegenüber autologen roten Blutzellen und xenogenen porzinen 
Zellen in Abwesenheit von Antikörpern und Faktoren des Komplements in vitro. Die Ergebnisse 
zeigten, dass Makrophagen auch ohne adaptive Immunantwort zur Abstoßung xenogener Zellen in der 
Lage sind. Bei der Erkennung wirtsfremder Zellen durch die Makrophagen scheint der CD47-
Pathway von besonderer Bedeutung zu sein (CADILI und KNETEMAN 2008, NAVARRO-
ALVAREZ und YANG 2014). So zeigten NAVARRO-ALVAREZ und YANG (2014) in ihrer Studie, 
dass bei Spender-Hepatozyten, die das Oberflächenprotein CD47 besitzen, welcher als Ligand an den 




Vergleichbare Wirtszellanlockung durch E insatz von F ibrin versus 
N O V O C A R T® In ject  
Wirtszellen, die in den Defektbereich einwandern, tragen vermutlich erheblich zur Regeneration des 
Defekts und zur Integration des Implantats in das umliegende Gewebe bei. Es ist sogar denkbar, dass 
eingewanderte Zellen zur Regeneration einen höheren Beitrag leisten als die implantierten Zellen 
selbst. Von Makrophagen ist beispielsweise bekannt, dass sie starken Einfluss auf die Wundheilung 
von Bindegewebsdefekten nehmen (DIPIETRO 1995). Daher sollte im Rahmen dieser Studie die 
Einwanderung wirtseigener Zellen in den Defektbereich untersucht werden.  
Unsere Ergebnisse zeigen, dass porzine Zellen in vergleichbarer Zellanzahl in NOVOCART® Inject- 
verglichen mit Fibrin-behandelten Defekten vorliegen. Das neuartige NOVOCART® Inject-Gel trägt 
folglich nicht zu einer verstärkten Wirtszellanlockung bei. In zukünftigen Studien wäre es interessant, 
die Art dieser Zellen (MSC, Immunzellen, etc.) noch weiter zu analysieren. Anhand ihrer Funktion 
könnte man folglich ableiten, ob sie auf die Knorpelregeneration positiven oder negativen Einfluss 
nehmen. 
Ebenfalls wäre es interessant zu untersuchen, ob der Großteil der im Defekt vorhandenen porzinen 
Zellen in diesen eingewandert sind oder durch Proliferation eingewanderter Zellen entstanden. Da sich 
in dieser Studie die Anzahl der eingewanderten Zellen nach zwei und vier Wochen ähnelt, spricht dies 
eher gegen eine Proliferation der Zellen im Defekt. Dieser Fragestellung könnte aber in zukünftigen 
Studien durch Markierung des Gewebes mit dem Proliferations-Antikörper Ki 67 genauer 
nachgegangen werden (TCHETINA et al. 2007, MUINOS-LOPEZ et al. 2012). 
 
 
T ransplantierte humane Chondrozyten verbleiben nur kurzzeitig im Defekt 
Isolierten Chondrozyten wird eine verminderte Immunogenität zugesprochen. Dies wird auf das 
Fehlen von Oberflächenmarkern, wie den ko-stimulierenden Faktoren der B7-Familie zurückgeführt, 
die zur Antigenpräsentation nötig sind (ADKISSON et al. 2010). Zieht man verschiedene in-vitro-
Studien heran, wie die der Arbeitsgruppen JOBANPUTRA et al. (1992) und ADKISSON et al. (2010), 
so scheint die Theorie des immunpriviligierten Charakters der Chondrozyten gestützt. Allerdings 
85  DISKUSSION 
betrachten diese in-vitro-Studien nur die adaptive Immunogenität, nicht aber das angeborene 
Immunsystem, das durch Makrophagen oder natürliche Killerzellen vermittelt wird. In in-vivo-Studien 
ist allerdings gerade die Aktivität des angeborenen Immunsystems von entscheidender Bedeutung. Die 
Rolle der Chondrozyten bezüglich ihrer Fähigkeit zur Aktivierung des Immunsystems bleibt hier 
allerdings unklar. Die Studie von OSIECKA-IWAN et al. (2003) zeigt, dass bei ektoper 
Transplantation in den Muskel eine deutliche Immunreaktion hervorgerufen wird. Die orthotope  
Transplantation von Chondrozyten, wie sie VAN SUSANTE et al. (1999) durchführten, ließ auf keine 
Immunreaktion schließen. 
Vor dem Hintergrund einer vermuteten Immunprotektion xenogener Chondrozyten entschied man sich 
im Rahmen dieser Arbeit für ein xenogenes Transplantationsmodell, um die transplantierten 
Chondrozyten zu den gewählten Analysezeitpunkten im Defektbereich leicht nachweisen zu können,. 
Erstmalig wurden im Rahmen dieser Arbeit transplantierte humane Zellen mittels in-situ-
Hybridisierung auf ihren Verbleib im artikulären Knorpeldefekt im Großtiermodell hin untersucht.  
Die in dieser Studie durchgeführten Untersuchungen zum zwei Wochen-Zeitpunkt zeigen, dass an 
Stellen, an denen humane Zellen markiert werden konnten, stets auch eine deutliche Ansammlung von 
Makrophagen detektiert wurde (Abb. 4.20). Diese Ko-Lokalisation und die auffälligen Zellcluster 
lassen darauf schließen, dass, obwohl keine makroskopischen Anzeichen für eine Entzündung sichtbar 
waren, eine Immunreaktion gegen die implantierten Chondrozyten vorliegt. So ist es denkbar, dass die 
Makrophagen und wahrscheinlich auch andere Immunzellen schon vor der zweiten Woche post 
operationem in den Defekt einwandern und durch Auslösen einer lokalen Entzündungsreaktion die 
transplantierten Chondrozyten beseitigen. Zum vier Wochen-Zeitpunkt konnten, unabhängig vom 
verwendeten Trägermaterial, - bis auf Ausnahmen - keine humanen Zellen mehr detektiert werden. 
Auch andere Studien berichten, dass Chondrozyten in der Lage sind, eine Immunreaktion auszulösen. 
Die Studie von OSIECKA-IWAN et al. (2003) beschreibt eine massive Makrophagen-Infiltration des 
Implantatbereichs. Allerdings handelt es sich bei dieser Studie um ein ektopes Modell, bei dem 
xenogene Ratten-Chondrozyten intramuskulär in Kaninchen transplantiert wurden. Die in die 
Muskulatur transplantierten Chondrozyten stehen in deutlich engerer Beziehung zu Blutgefäßen als 
solche im Knorpel. Folglich ist das Erkennen und Abstoßen von körperfremdem Material leichter als 
im nicht durchbluteten Knorpel. Eine Studie von SOMMAGGIO et al. (2012) zeigt, dass isolierte 
humane natürliche Killerzellen an porzinen aus Rippenknorpel isolierten Chondrozyten adhärieren und 
in der Lage sind diese abzutöten. Da es sich bei dieser Arbeit jedoch um eine in-vitro-Studie handelt, 
sind die Ergebnisse folglich nur unter Vorbehalt auf Ergebnisse aus in-vivo-Studien wie der 
Vorliegenden zu übertragen.  
Im Widerspruch zu den oben genannten Studien und den im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen 
Ergebnissen stehen die Beobachtungen der Arbeitsgruppen VAN SUSANTE et al. (1999), 
RAMALLAL et al. (2004) als auch HENRIKSSON et al. (2009). Keine dieser Arbeitsgruppen 
berichtete von immunologischen Reaktionen als Antwort auf die Transplantation der xenogenen 
Zellen. Im Gegenteil, die Zellen überlebten sogar drei bzw. sechs Monate im Defekt. Anzumerken ist 
hier allerdings, dass keine der drei Studien - im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit - genauere 
inflammatorische Parameter, wie die Expression verschiedener proinflammatorischer Zytokine oder 
spezifische histologische Nachweise zur Analyse heranzog. Limitierend auf die Übertragbarkeit der 
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Ergebnisse auf die vorliegende Studie wirkt ebenfalls die Tatsache, dass in der Arbeit von VAN 
SUSANTE et al. (1999) auf einen Nachweis der transplantierten Zellen verzichtet wurde. Die Studie 
von HENRIKSSON et al. (2009) befasst sich mit der Defektlokalisation der Bandscheibe und nicht 
des artikulären Knorpels im Knie, was ebenfalls die Vergleichbarkeit der Ergebnisse stark einschränkt.  
Dass die transplantierten Zellen in den Studien von VAN SUSANTE et al. (1999) und RAMALLAL 
et al. (2004) überlebt haben, könnte in der Art der Defektpräparation begründet liegen. Beide 
Arbeitsgruppen verwendeten einen Bohrer zur Defektpräparation. MOSKALEWSKI et al. (2002) 
beschreiben in ihrem Review, dass durch die Verwendung eines Bohrers und infolge einer damit 
einhergehenden Verdichtung der subchondralen Knochenplatte, sich eine mechanische Barriere bildet. 
Diese könnte somit auch im Falle dieser beiden Studien die Einwanderung von Immunzellen in den 
Defektbereich erschwert bzw. verhindert haben und folglich eine mögliche Erklärung für die hohe 
Überlebensrate der transplantierten xenogenen Zellen sein. Da im Rahmen dieser Arbeit die 
Defektpräparation - wie beim klinischen Vorgehen am Patienten - mittels scharfer Löffel und Spatel 
durchgeführt wurde, ist davon auszugehen, dass eine entsprechende Barriere nicht gebildet wurde. 
Folglich wurden die transplantierten xenogenen Chondrozyten durch keine zusätzliche Struktur vor 
der Einwanderung von Immunzellen in den Defektbereich geschützt.  
In dem Zwei-Wochen-Defekt (NOVOCART® Inject), in dem mit 65 Zellen die meisten humanen 
Chondrozyten detektiert werden konnten, zeigte sich, dass diese in Defektbereichen zu finden waren, 
in denen der subchondrale Knochen durch eine dünne Knorpelschicht vom Hydrogel getrennt war. 
Somit unterstützt diese Beobachtung die Theorie, dass die implantierten xenogenen Zellen nur an 
geschützten Lokalisationen etwas länger überleben konnten - also an Stellen, an die die aus dem 
Knochenmark eingewanderten Makrophagen nur verzögert gelangten.  
Dass auch in der Studie von HENRIKSSON et al. (2009), die in den zuvor abgesaugten Nucleus 
pulposus transplantierten xenogenen Chondrozyten über sechs Monate überlebt haben, ist 
wahrscheinlich der isolierten Anatomie dieser Struktur geschuldet. Dabei übernimmt der ebenfalls 
unvaskularisierte Anulus fibrosus die Funktion der oben angesprochenen Barriere gegenüber den 
Immunzellen und verhindert, dass diese das Überleben der transplantierten Zellen gefährden.  
Entsprechend der erhaltenen und diskutierten Untersuchungsergebnisse ist zusammenzufassen, dass 
die transplantierten xenogenen Zellen im verwendeten Defektmodell nicht langfristig überdauern. 
 
 
Beitrag der implantierten Chondrozyten zur Regeneration 
Um auch den Einfluss der implantierten humanen Zellen auf das Regenerationsvermögen des 
Knorpeldefekts näher zu beleuchten, wurde die quantitative Genexpressionsanalyse von humanem 
Kollagen Typ II zum zwei Wochen-Zeitpunkt durchgeführt. Bei keiner der Proben war humanes 
Kollagen Typ II zu detektieren. Ursächlich hierfür kann die geringe Anzahl der noch im Defekt 
vorhandenen humanen Zellen sein oder eine nicht ausreichende Redifferenzierung der Zellen und 
damit verbunden deren Unvermögen zur Produktion von Kollagen Typ II-positiver Knorpelmatrix. 
Auf histologischer Ebene war der Nachweis von Kollagen II möglich. Der Vergleich der in-situ-
Hybridisierung mittels humaner Sonde und der Kollagen II-Markierung erbrachte eine Ko-
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Lokalisation des Kollagens und der humanen Zellen. Anhand des zum Kollagen II-Nachweis 
verwendeten Antikörpers ist es allerdings nicht möglich, zwischen humanem und porzinem Kollagen 
II zu unterscheiden. Die Ko-Lokalisation von Kollagen II und der implantierten humanen 
Chondrozyten weist jedoch auf eine mögliche Kollagen II-Expression der xenogenen Chondrozyten 
hin. Aufgrund dessen vermuten wir, dass es sich zum Teil um eine humane Matrix mit humanem 
Kollagen II handeln könnte. Dabei ist es denkbar, dass die Matrixablagerungen die implantierten 
Zellen vor dem wirtseigenen Immunsystem schützen könnten. Implantationsstudien mit 
Knorpelstücken oder vorkultivierten Chondrozyten zeigen nur wenig oder keine Immunogenität 
(LANGER und GROSS 1974, MASUOKA et al. 2005), da durch die Knorpelmatrix vermutlich die 
Antigene sequestriert werden. Hinweise, dass eine Kollagen Typ II-haltige Matrixablagerung um die 
implantierten Chondrozyten die Zellen vor dem wirtseigenen Immunsystem schützt, wurden im 
Rahmen dieser Arbeit nicht gefunden.  
Trotz der Ko-Lokalisation des Kollagens und der humanen Zellen, lässt die geringe Anzahl der 
wiedergefundenen transplantierten xenogenen Zellen und die gleich gute Kollagen Typ II-Ablagerung 
in Defekten, die nur Hydrogelträger ohne Zellen erhielten, aber darauf schließen, dass der Hauptanteil 
des neugebildeten Kollagen Typ II porzinen Ursprungs ist. 
Anhand der im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse ist davon auszugehen, dass die 
transplantierten Chondrozyten nur kurzfristig im Defekt bestehen und somit auch nur einen begrenzten 
Einfluss auf die Regeneration haben. Ein früher Einfluss durch die implantierten Zellen ist denkbar, 
ein später und somit ein Langzeiteffekt schließt sich aber eher aus. Der Vergleich der zellhaltig 
ein leicht besseres Ergebnis für beide zellhaltigen Defektgruppen (NOVOCART® Inject +Z, F ibrin 
+Z). Ursächlich für deren besseres Abschneiden war vor allem die bessere Füllung der Defekte dieser 
Gruppen. Es ist möglich, dass die transplantierten humanen Chondrozyten trotz ihrer kurzen Persistenz 
einen geringen positiven Effekt auf die Regeneration des Knorpeldefekts haben. Die statistische 
Berechnung mittels Kruskill-Wallis-Test ergab keine Signifikanz. Jedoch wird empfohlen, die 
Regenerat-Qualität in Großtieren erst nach sechs bis zwölf Monaten zu bewerten              
(HOEMANN et al. 2011).  
Ob die implantierten Chondrozyten auch trophisch über die Expression von Zytokinen zur 
Knorpelregeneration beitragen können, wie es für die MSC diskutiert wird                             
(CAPLAN und DENNIS 2006, WU et al. 2011, MERETOJA et al. 2012), ist bislang unklar. 
 
 
Durch E insatz von N O V O C A R T® Inject entsteht eine gleichartige frühe 
Regenerat-Qualität wie durch E insatz von bereits klinisch eingesetztem F ibrin 
Um die Regenerat-Qualität der mit Hilfe von zellhaltigem bzw. zellfreiem NOVOCART® Inject oder 
Fibrin behandelten Defekten zu analysieren, wurden Untersuchungen auf histologischer und 
Genexpressionsebene durchgeführt. Ziel war es zu untersuchen, ob durch den Einsatz von 
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NOVOCART® Inject eine vergleichbare frühe Regenerat-Qualität erreicht wird wie durch die 
Behandlung mit Fibrin. 
Die Analyse der Regenerat-
Unterschiede zwischen beiden Biomaterialien. Der Trend zeigte allerdings eine tendenziell bessere 
Gesamtpunktzahl der NOVOCART® Inject-Gruppen im Vergleich zur jeweiligen Fibrin-Kontrolle. 
Da beim vorliegenden Studiendesign vor allem die Eigenschaften des neuen NOVOCART® Inject-
Gels hinsichtlich Defektfüllung und Immunogenität geprüft werden sollten, war eine Auswertung zu 
einem späten Zeitpunkt nicht vorgesehen. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich 
aufgrund der unterschiedlichen Biomaterialien in langfristigen Untersuchungen dennoch Unterschiede 
hinsichtlich der Regenerat-Qualität zeigen könnten. 
Da tendenziell leichte Unterschiede im Scoring zwischen den verwendeten Hydrogelen auftraten, 
wurden einzelne Parameter getrennt untersucht. Hinsichtlich der Defektfüllung zeigte sich eine 
Tendenz zu Gunsten des Biomaterials NOVOCART® Inject. Herauszustellen sind hier die deutlich 
geringeren Standardabweichungen der zwei NOVOCART® Inject-Gruppen. Dies lässt auf eine höhere 
Reproduzierbarkeit bei diesem Biomaterial schließen. Folglich sind hier voraussagbarere Ergebnisse 
für die klinische Anwendbarkeit zu erwarten.  
Auffällig ist ebenfalls, dass die beste Regenerat-Qualität durch ein zellfreies NOVOCART® Inject-
Konstrukt erreicht wurde. Dies lässt die Hoffnung aufkommen, dass man sich in Zukunft vielleicht auf 
die Entwicklung von Trägermaterialien konzentrieren sollte, die ohne die Implantation von Zellen 
auskommen und die Differenzierung endogener Progenitorzellen ermöglichen und unterstützen. Die 
Problematik der begrenzten Zellressource zur Chondrozyten-basierten Behandlung chondraler Defekte 
könnte damit umgangen werden. 
Folglich ist zusammenzufassen, dass durch die Behandlung mit NOVOCART® Inject eine 
vergleichbare Regenerat-Qualität wie durch die Behandlung mit Fibrin erreicht werden konnte.  
 
 
L imitierungen der Studie 
Eine Limitierung der Studie stellt die Herkunft der transplantierten humanen Chondrozyten dar. Da sie 
aus Kniegelenken osteoarthrotisch erkrankter Patienten stammen, könnte dies eine mögliche Erklärung 
für die im Rahmen dieser Arbeit beobachteten immunologischen Reaktionen sein. So zeigen 
verschiedene Studien, dass aus arthrotisch erkrankten Gelenken isolierte Chondrozyten einen höheren 
Gehalt an MHC-Klasse II-Molekülen aufweisen als solche aus gesunden Knien (KLARESKOG et al. 
1986, LANCE et al. 1993, KUHNE et al. 2009). Folglich ist damit zu rechnen, dass aus 
osteoarthrotischen Gelenken stammende Chondrozyten eine stärkere Immunantwort auslösen als 
Knorpelzellen aus gesundem Gewebe. Aufgrund der äußerst begrenzten Verfügbarkeit von gesundem 
Knorpelmaterial, mussten wir bei der Durchführung dieser Studie jedoch auf Biomaterial von 
osteoarthrotischen Spendern zurückgreifen. 
Als frühen Untersuchungszeitpunkt wählten wir eine Standzeit von zwei Wochen, da wir davon 
ausgingen, dass dies ein geeigneter Zeitpunkt ist, um sowohl die Immunantwort als auch erste Zeichen 
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der Regeneratbildung zu untersuchen. In der Literatur gab es hinsichtlich dieser Fragestellung im 
Minipig-Modell noch keine Erfahrungswerte.  
Bezogen auf die Untersuchungen der Biokompatibilität erwies sich die Wahl des zwei Wochen-
Zeitpunkts als limitierender Faktor der Studie. Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse ist davon 
auszugehen, dass die Makrophagen-Antwort bereits zwei Wochen nach der operativen Behandlung der 
chondralen Defekte weit fortgeschritten ist. Zur Bestimmung der beteiligten 
Makrophagenpopulationen und zur Klärung der Frage, ob in der frühen Phase der Knorpelregeneration 
eine pro- oder antiinflammatorische Mikroumgebung durch das neuartige Hydrogel NOVOCART® 
Inject geschaffen wird, wäre es interessant, Untersuchungen nach einer Standzeit von einer Wochen 
und früher durchzuführen. 
Bezogen auf die Untersuchungen zur Biokompatibilität beider Biomaterialien, stellt das Fehlen von 
zellfrei-behandelten Defektgruppen zum zwei Wochen-Zeitpunkt ebenfalls eine Einschränkung dieser 
Studie dar. Ein Vergleich der Biomaterialien ohne den Einfluss der transplantierten xenogenen 
Chondrozyten kann im Rahmen dieser Arbeit daher nicht gezogen werden. Es kann folglich nicht 
ausgeschlossen werden, dass die detektierten Makrophagen nur ein Zeichen der Abstoßung der 
transplantierten Zellen sind, nicht aber des Remodellings der subchondralen Knochenplatte.  
 
 
Fazit und Ausblick 
Zusammengefasst stellt NOVOCART® Inject eine vollwertige Alternative zu dem bereits in der 
Klinik in Anwendung befindlichen Trägermaterial Fibrin dar. Es weist bezüglich Biokompatibilität, 
Wirtszellanlockung, Verbleib humaner Zellen im Defekt sowie Regenerat-Qualität und Defektfüllung 
eine mit dem Standard-Fibringel vergleichbare Qualität auf. Darüber hinaus zeigt es auch ohne 
Membranabdeckung eine gute Defektfüllung und verbleibt für mindestens vier Wochen im Defekt.  
Der Vorteil, auch ohne zusätzliche Abdeckung durch eine Membran, eine gute Fixierung im Defekt zu 
erreichen, lässt auf eine erhebliche Erleichterung und Zeitersparnis bei der Durchführung der 
Operation schließen. Des Weiteren kommt es zu keinem zusätzlichen Verletzen des Knorpels durch 
das Setzen der Nähte. Die Belastung des Patienten und das Risiko für Narkosezwischenfälle kann 
durch die Verkürzung der Narkosezeit folglich ebenfalls gesenkt werden.  
Um den Beitrag der transplantierten Zellen zur Knorpelregeneration zu untersuchen, ist es bei 
zellbasierten Therapien, wie der xenogenen Chondrozyten-Transplantation, wichtig, den Verbleib der 
implantierten Zellen nachzuverfolgen. Bislang wurde diese Fragestellung häufig vernachlässigt und 
nicht zielgerichtet untersucht, sondern es wurden lediglich aufgrund einer verbesserten 
Regeneratqualität nach Zelltransplantation Rückschlüsse auf den eventuellen Verbleib der 
transplantierten Zellen gezogen. In dieser Arbeit wurde diese Frage erstmals durch die Methode der in-
situ-Hybridisierung bearbeitet, die sich als sehr gut geeignet herausstellte.    
Wie die vorliegende Studie nahelegt, ist die Problematik der Abstoßungsreaktion gegen die 
transplantierten Zellen im xenogenen Modell nicht zu unterschätzen. Diesbezüglich stehen die im 
Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse im Widerspruch zu Studien, die postulieren, dass 
Chondrozyten und der artikuläre Knorpel immunprivilegiert und kaum immunogen sind (LANGER 
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und GROSS 1974, JOBANPUTRA et al. 1992, MASUOKA et al. 2005). Da durch diese Arbeit nicht 
bewiesen werden konnte, dass die Makrophagen-Antwort die Hauptursache für das Verschwinden der 
xenogenen Chondrozyten ist, muss man auch weitere Aspekte bedenken. So ist es denkbar, dass die 
xenogenen Chondrozyten ohne besondere äußere Einflüsse von allein abgestorben sind, von anderen 
Immunzellen beseitigt oder aus dem Defekt herausgespült wurden.  
Um zu analysieren, ob NOVOCART® Inject und das Standard-Fibringel, ungeachtet der Einflüsse 
durch transplantierte Zellen, Unterschiede in der Biokompatibilität aufweisen, sollten zellfrei 
behandelte Knorpeldefekte zu einem frühen Zeitpunkt (eine Woche und früher) untersucht werden. 
Für die weiterführende Bewertung der Regeneratqualität wäre es darüber hinaus interessant, 
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Einleitung 
Nicht behandelte Knorpelschäden führen langfristig zum Verschleiß des Gelenks  der Arthrose. Eine 
vielversprechende Möglichkeit zur Behandlung von Knorpelschäden ist die Matrix-assoziierte 
Chondrozytenimplantation. Hierbei werden Knorpelzellen in einem Trägermaterial in die Defektstelle 
eingebracht. Das Trägermaterial soll helfen, die Zellen im Defekt zu fixieren und eine initiale Matrix 
bieten, die den implantierten Zellen den Aufbau des neuen Knorpels ermöglicht.  
Ziele der Untersuchungen 
In der vorliegenden Dissertationsarbeit sollte die neuartige Matrix NOVOCART® Inject der Firma 
TETEC® auf ihre Eignung für die Therapie von Knorpeldefekten untersucht und ihre potentiellen 
Effekte im Vergleich zu dem bereits in der klinischen Anwendung befindlichen Biomaterial Fibrin 
charakterisiert werden. Des Weiteren wurde der Verbleib der transplantierten xenogenen 
Chondrozyten und deren Beitrag zur Regeneration von Knorpeldefekten bestimmt. 
Material und Methoden 
Für diese Studie wurden bei insgesamt 12 Göttinger Minipigs jeweils zwei vollschichtige Defekte       
(Ø 6mm) auf den medialen Femurkondylen beider Knie gesetzt (n = 48 Defekte) und mit humanen 
Chondrozyten, die entweder in NOVOCART® Inject oder Fibringel eingebettet waren, gefüllt. 
Zellfreie Träger dienten jeweils als Kontrolle (n = 6). Nach zwei und vier Wochen wurde die 
Defektfüllung, Biokompatibilität, Wirtszellanlockung und der Verbleib der implantierten Zellen sowie 
die Regeneratqualität histologisch und auf Genexpressionsebene evaluiert. Die Defektfüllung wurde 
mittels histomorphometrischer Analyse bestimmt. Um die Biokompatibilität der Trägermaterialien zu 
bewerten, wurde zunächst die Genexpression von proinflammatorischen Zytokinen (IL-1ß, IL-6,  
TNF- -Leukozyten- (CD45) sowie eines Makrophagenmarkers (S100A9) in den exzidierten 
Regeneraten bestimmt. Rekrutierte Makrophagen und Wirtszellen sowie persistente xenogene Zellen 
konnten im Regenerat immunhistologisch bzw. per in-situ-Hybridisierung nachverfolgt und 
histomorphometrisch quantifiziert werden. Dank der in-situ-Hybridisierung konnten die 
transplantierten xenogenen Chondrozyten auch ohne vorheriges Zelllabeling im Implantat 
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nachverfolgt werden. Darüber hinaus wurde die Persistenz der xenogenen Chondrozyten anhand der 
Expression des human-spezifischen HPRT-Gens im Regenerat überprüft und die isolierte genomische 
DNA mittels PCR auf humanspezifische Sequenzen (AluYb8) hin untersucht. Die Regeneratqualität 
wurde anhand mehrerer Kriterien bewertet. Hierzu zählen der Nachweis der Gen- und 
Proteinexpression des Knorpel-spezifischen Kollagens Typ II via RT-PCR und Immunhistologie, die 
qualitative Auswertung der Defek
histomorphometrische Quantifizierung der Defektfüllung.  
Die Statistik der Vorstudie wurde mittels T-Test (n = 9), die histologischen Auswertungen in der 
Hauptstudie mittels Kruskall-Wallis-Test (n = 6) und die Auswertung der Genexpressionsdaten mittels 
Wilcoxon-Test (n = 6) berechnet. Als signifikant wurde ein p-Wert von < 0,05 definiert. 
Ergebnisse 
In der vorliegenden Studie konnte nachgewiesen werden, dass NOVOCART® Inject auch ohne 
Membranabdeckung eine gute Defektfüllung erzielt und für mindestens vier Wochen im Defekt 
verbleibt. Das neue Hydrogel ist biokompatibel und weist keine signifikant erhöhten 
Entzündungszeichen gegenüber Fibringel auf. Des Weiteren konnte eine vergleichbare 
Regeneratqualität durch den Einsatz von NOVOCART® Inject im Vergleich zu dem bereits klinisch 
eingesetzten Fibringel im porzinen Tiermodell erreicht werden. Unsere Ergebnisse zeigen ferner, dass 
unabhängig vom verwendeten Trägermaterial, xenogen transplantierte Zellen im vorliegenden 
Defektmodell nur kurzfristig überdauern und deren Beitrag zur Knorpelregeneration folglich geringer 
einzuschätzen ist als der der wirtseigenen Zellen. Wir fanden Hinweise auf eine Immunreaktion unter 
Beteiligung von Makrophagen, die ursächlich für das Verschwinden der implantierten Zellen sein 
könnten. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen stellen folglich die häufig diskutierte Theorie des 
immunpriviligierten Status der Chondrozyten in Frage. Die Untersuchungen zur Expression und 
Ablagerung von Kollagen Typ II zeigten, dass die implantierten Zellen nur in sehr eingeschränktem 
Maße zur Defektheilung beitragen und das gebildete Regeneratgewebe fast ausschließlich durch 
Wirtszellen aufgebaut wird.  
Schlussfolgerungen 
NOVOCART® Inject stellt eine vollwertige Alternative zu dem bereits in der Klinik in Anwendung 
befindlichen Trägermaterial Fibrin dar. Der Vorteil auch ohne Membranabdeckung eine gute 
Fixierung im Defekt zu erreichen, lässt auf eine beachtliche Erleichterung und Zeitersparnis bei der 
Durchführung der Operation schließen. In dieser Arbeit wurde erstmals die Frage nach dem Verbleib 
der implantierten Zellen durch die Methode der in-situ-Hybridisierung gestellt, die sich als sehr 
geeignet erwies. Die vorliegende Studie legt nahe, dass im xenogenen Modell die Problematik der 
Abstoßungsreaktion gegen die transplantierten Zellen nicht zu unterschätzen ist. Die im Rahmen 
dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse stehen demzufolge im Widerspruch zu Studien, die 
Chondrozyten und den artikulären Knorpel als kaum immunogen bezeichnen. Um die 
Regeneratqualität weiterführend bewerten zu können, wäre es von Interesse, zu Standzeiten von sechs 
und zwölf Wochen analoge Untersuchungen durchzuführen. 
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Introduction 
Life-long and continuous wear and tear of joints facilitate the generation of osteochondral defects 
which will eventually become pathophysiologically manifest in osteoarthritis. One possibility for 
treating chondral lesions is the use of matrix-associated chondrocyte implantation, in which 
chondrocytes are embedded into a scaffold and subsequently transplanted into the defect site. The 
scaffold thereby functions as a cell-anchor providing an initial matrix for chondrocytes, facilitating 
new cartilage formation and improving fixation of the implant. 
Objectives of the research 
The purpose of the study was to examine the therapeutic suitability of the novel hydrogel-based matrix 
called NOVOCART® Inject, developed by TETEC®, for the treatment of chondral defects and to 
investigate the potential effects of the product compared to fibrin, a biomaterial already used in 
clinical application. In particular, the extent of transplanted xenogeneic chondrocytes persistent at the 
refilled cartilage defect site as well as their regenerative potential will be analyzed. 
Materials and Methods 
For this purpose a total of twelve Goettingen minipigs were subjected to surgery. Two full-thickness 
defects (Ø 6 mm) were created bilaterally in each medial patellar grove (n = 48 defects). Chondrocytes 
embedded in NOVOCART® Inject or fibrin were implanted into the cartilage defects. Cell-free 
scaffolds were used as controls (n = 6). After two and four weeks each defect was examined for the 
following parameters: defect filling, biocompatibility, attraction capacity of host cells, persistence of 
the transplanted cells and quality of the regrind via histological staining and gene expression analysis. 
In order to assess the biocompatibility of the support materials, mRNA expression of several 
proinflammatory cytokines (IL-1ß, IL-6, TNF- ) and of a pan leukocyte (CD45) and macrophage 
marker (SL100A9) was analyzed in the excised implants. Attraction of macrophages and host cells 
into the defect site as well as the persistence of the xenogenic cells in the implant were traced by 
immunohistochemical antigen detection and in-situ-hybridization whereas the respective cell number 
was quantified histomorphometrically. The in-situ-hybridization allows tracing of the xenogenic 
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chondrocytes in the implant even without a prior labeling of the cells which might influence the 
quality of the cells. Moreover, the persistence of xenogenic chondrocytes in the implant was first 
verified with regard to positive HPRT expression, which is a human-specific gene, and secondly 
examined referring to the PCR-based detection of human specific ALU-sequences (AluYb8) in the 
genomic DNA. The quality of the regrind was evaluated according to several criteria. These included 
the detection of cartilage-specific collagen type II via gene expression analysis and histological 
staining as well as the qualitative evaluation of the defects by 
the histomorphometric quantification of the defect filling. The preliminary study statistics was 
-test (n = 9). The histological analysis of the main study statistics were 
calculated by using the Kruskall-Wallis test (n = 6) and for the evaluation of gene expression data the 
Wicoxon test (n = 6) was aplied. A p-value of < 0,05 was defined as significant difference. 
Results 
In the current study it was demonstrated that NOVOCART® Inject allows an adequate defect filling 
even without a covering membrane. Besides NOVOCART® Inject-composed hydrogels persist in the 
defect site for at least four weeks. The novel hydrogel is biocompatible and elicits no immunoreaction 
as supported by the inflammatory parameters which are not significantly altered compared to fibrin-
based hydrogels. Moreover, with regard to cartilage regeneration we herein demonstrate that 
NOVOCART® Inject and fibrin gel yield a comparable regenerate quality when used in our porcine 
model. To evaluate the capability of transplanted chondrocytes for the regeneration of cartilage tissue, 
persistence of xenogenic cells was analyzed by porcine-specific in-situ-hybridization allowing the 
tracing of transplanted chondrocytes without prior manipulation via cell-labeling. Our results 
demonstrate that, regardless of the carrier material, xenogeneic cells survive at the defect site only 
transiently. This is presumably due to the herein provided evidence of an immune reaction involving 
macrophages which explains the disappearance of the implanted cells. Therefore we assume that the 
xenogeneic chondrocytes contribute to cartilage regeneration to a lesser extent than host cells do 
which was substantiated and verified by collagen type II expression and deposition. Moreover, newly 
formed regenerate is almost exclusively produced by host cells. Therefore, these results put the vexed 
theory of immune privileged chondrocytes into question. 
Conclusion 
NOVOCART® Inject is a full-fledged alternative to fibrin, a biomaterial already used in clinical 
application. The advantage of a good implant fixation in the defect site without using a membrane 
cover suggests a considerable facilitation and time savings during the surgical procedure. In this study 
we addressed the fate of the xenogenic chondrocytes in implants and were the first to demonstrate the 
successful cell-tracing via in-situ-hybridization. With regard to the here applied xenograft model, the 
present results stress that the rejection of the transplanted cells should not be underestimated which is 
contradictory to studies claiming that chondrocytes and articular cartilage are barely immunogenic. In 
future experiments it would be valuable to evaluate the long-term regenerative potential of 
NOVOCART® Inject by analyzing the quality of respective regenerates six and twelve weeks after 
defect filling. 
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9 A N H A N G 
 
Tabelle 9.1 Tiere mit der Standzeit von 2 Wochen 
 
Tier Standzeit Implantationsstelle Mater ial Zellen 
Verwendung/  
H isto-ID 
208457 2 Wo 
rechtes Knie proximal F + M + PCR 
distal  F + M + PCR 
linkes Knie proximal N + PCR 
distal  N + PCR 
208488 2 Wo 
rechtes Knie proximal F + M + PCR 
distal  F + M + PCR 
linkes Knie proximal N + PCR 
distal  N + PCR 
208272 2 Wo 
rechtes Knie proximal F + M + PCR 
distal  F + M + PCR 
linkes Knie proximal N + PCR 
distal  N + PCR 
208182 2 Wo 
rechtes Knie proximal F + M + 205 
distal  F + M + 204 
linkes Knie proximal N + 207 
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Tabelle 9.2 Tiere mit der Standzeit von 4 Wochen 
 
Tier Standzeit Implantationsstelle Mater ial Zellen 
Verwendung/ 
H isto-ID 
104914 4 Wo 
rechtes Knie proximal F + M - 134 
distal  F + M + 133 
linkes Knie proximal N + M - 136 
distal  N + M + 135 
108686 4 Wo 
rechtes Knie proximal F + M - 137 
distal  F + M + 138 
linkes Knie proximal N + M - 139 
distal  N + M + 140 
101575 4 Wo 
rechtes Knie proximal F + M - 141 
distal  F + M + 142 
linkes Knie proximal N - 143 
distal  N + 144 
202650 4 Wo 
rechtes Knie proximal F + M - 145 
distal  F + M + 146 
linkes Knie proximal N + M - 147 
distal  N + M + 148 
109558 4 Wo 
rechtes Knie proximal F + M - 149 
distal  F + M + 150 
linkes Knie proximal N - 151 
distal  N + 152 
106336 4 Wo 
rechtes Knie proximal F + M - 153 
distal  F + M + 154 
linkes Knie proximal N - 155 
distal  N + 156 
208457 4 Wo 
rechtes Knie proximal N + 209 
distal  N - 208 
linkes Knie proximal N + 211 
distal  N - 210 
208488 4 Wo 
rechtes Knie proximal N + 212 
distal  N - 213 
linkes Knie  proximal N +  PCR 
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Tabelle 9.3  
 
Natur des dominierenden Gewebes Score 
Zellulärmorphologie 
          Hyaliner Gelenksknorpel 4 
          Inkomplett differenziertes Mesenchym 2 
          Fibröses Gewebe bzw. Knochen 0 
Safranin-O-Färbung der Matrix 
          Normal oder fast normal 3 
          Moderat 2 
          Schwach 1 
          Keine 0 
Strukturelle Charakter istika 
Oberflächenregularität 
          Glatt und intakt 3 
          Oberflächliche horizontale Laminierungen 2 
          Fissuren - 25 bis 100 % der Defektdicke 1 
          Schwere Zerreißung, inklusive Fibrillierungen 0 
Strukturelle Integrität 
          Normal 2 
          Leichte Unterbrechung, einschließlich Zysten 1 
          Schwere Zerreißung 0 
Dicke 
          100 % des normalen angrenzenden Knorpels 2 
          50-100 % des normalen Knorpels 1 
          0-50 % des normalen Knorpels 0 
Bindung zum angrenzenden Knorpel 
          an beiden Transplantatenden verbunden 2 
          verbunden an einem Ende, oder partiell an beiden Enden 1 
          nicht verbunden 0 
Abwesenheit  von degenerativen zellulären Veränderungen  
Verbindung zum subchondralen Knochen 
          vollständig 2 
          partiell 1 
          keine 0 
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